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Pour certains peuples primitifs, le nom qui désigne un étre 


posséde une valeur magique. Avoir connaissance du nom d’un 
étre c’est pénétrer sa nature intime. Parfois méme le nom, en 
tant qu’il exprime et définit un étre donné a exclusion de tous 
les autres, est considéré comme un élément particulier, se combi- 
nant au corps pour constituer |’étre total. C’est le nama-riipa des 


Boudhistes. 
Pour certains bactériologistes, le nom d’une bactérie semble 


lui aussi doué d’une vertu miraculeuse. A voir en effet la facilité 
avec laquelle sont souvent créées des espéces nouvelles, il est 
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évident que pour beaucoup, par la grace de la nomenclature 
binaire, le probleme de l’espéce se trouve résolu avant méme 
que d’étre posé. 

Le droit de légiférer en mati¢re de nomenclature appartient, 
vous le savez, & la Commission judiciaire du Comité international 
de Nomenclature bactériologique de |’Association internationale 
des Sociétés nationales de Microbiologie. Et c’est probablement 
en souvenir de nos souffrances communes lors des sessions de 
cette Commission que M. Prévét m’a demandé d’ouvrir cette 
séance. 

Je ne me sens ni plus ni moins qualifié pour remplir cette 
tache que n’importe lequel d’entre vous. Sans doute ai-je, depuis 
1921, baptisé quelques espéces, genres, familles et ordres de 
Protozoaires. Sans doute pourrais-je dire aussi comme tel zoolo- 
giste : « on m’a fait ’honneur de donner mon nom 4 plusieurs 
animaux ». Cela n’est point une justification suffisante. N’importe 
quel scientifique doit cependant étre capable de discuter de sujets 
sur lesquels il n’a pas de lumiéres particuli¢res. I] lui suffit pour 
cela d’assimiler les idées des autres. C’est ce que j’ai tenté de 
faire. Ma tache a été facilitée du fait que nombre d’excellents 
hiologistes ont fort doctement parlé de Vespéce. 


* 
** 


Mayr définit les especes comme des groupes de populations 
nalurelles se reproduisant sexueliement entre elles et isolées 
d’autres groupes similaires du point de vue de la reproduction. 

Pour Cuénot, appartiennent & la méme espéce des populations 
dindividus apparentés, plus ou moins semblables entre eux, 
ayant un stock commun de génes et méme genre de vie. Trés 
généralement ils sont interféconds et leur progéniture est, elle 
aussi, féconde. Le fait que des organismes possédent en commun 
un certain nombre de caractéres n’est en somme qu’une consé- 
quence de la communauté reproductive, et, en définitive, une 
expression de parenté. 

Le besoin sexuel est en général impératif. Toutefois, il faut 
ajouter deux remarques : 1° pour que des organismes s’apparient 
il faut nécessairement qu’ils se rencontrent; 2° des organismes 
n'ont de chance de se rencontrer que s’ils ne vivent pas trop 
loin Jes uns des autres. C’est pourquoi la notion d’espéce est 
inséparable de la notion de groupe, de population occupant une 
région déterminée. Un territoire est malheureusement difficile 
i délimiter car toute frontiére est nécessairement fragile ct 
souvent méme génante. Aussi, Simpson a-t-il proposé de consi- 
dérer le concept « d’espéce sans dimensions ». Et L’Héritier 
définit ’espéce comme « la communauté des organismes qui se 
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reproduisent effectivement entre eux ou sont potentiellement 
capables de le faire ». « La communauté reproductive, écrit 
1’ Héritier, est la seule réalité naturelle ». C’est une aimable 
conclusion. 

Il se trouve que la sexualilé bactérienne, si elle est caractérisée 
essentiellement par le contact de deux épidermes, n’est cependant 
jamais l’échange de deux chromosomes. Le male bactérien n’intro- 
duit le plus souvent dans la femelle qu’une fraction minime de 
son appareil génétique que la femelle recoit sans rien donner 
en échange. La transformation aussi bien que la transduction ne 
comportent, elles aussi, qu’un transfert partiel. La conjugaison 
bactérienne et ses succédanés ne représentent done que des pro- 
cessus sexuels incomplets qui sont loin de faire de l’espéce une 
communauté reproductive. 

Quoi qwil en soit, tous les biologistes admettent que la repro- 
duction par croisement interne, l’interbreeding, est le test ultime 
de la conspécificité chez les animaux et les plantes supérieures. 
Le probleme de l’espéce n’est pas pour autant résolu. En effet, 
beaucoup d’espéces appartenant au méme genre, bien séparées 
par leur morphologie, leur écologie, leur habitat et de ce fait 
acceptées universellement comme espéces, sont capables de se 
croiser. Leurs génomes sont done compatibles et ces espéces sont 
qualifiées de syngamiques. Une telle population, dont les membres 
peuvent se croiser ou échanger des génes, est appelée syngameon. 
espéce collective, ou linnéon. 

Il existe malheureusement tous les intermédiaires possibles 
entre espéces syngamiques, d’une part, et espéces interstériles, 
d’aulre part, celle-ci considérées comme « véritablement bonnes 
espéces ». La reproduction sexuelle ne résout done pas tous les 


. 


problemes relatifs 4 l’espéce. 


*” 
K* 


Si la sexualité est parfois responsable de graves problémes, 
son absence pose des problémes beaucoup plus redoutables 
encore. La notion d’espéce, difficile a saisir chez les organismes 
4 reproduction sexuelle, s’évanouit en effet lorsqu’on considére 
les organismes a reproduction asexuelle. 

Nous sommes réunis pour porter secours a l’espéce asexuelle, 
pour tenter de circonscrire la notion d’espéce asexue'le. Une 
espéce asexuelle a ¢té définie comme une population renfermant 
un ou plusieurs biotypes et qui, bien entendu, se reproduit 
asexue‘lement. On appelle biotype un groupe d’individus possé- 
dant essentiellement le méme patrimoine héréditaire et ayant 
donc nécessairement en commun la grande majorilé de leurs 


caractéres. 
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Les espéces des hactériologistes sont en reégle générale 
asexuelles. Prenons pour point de départ un individu bactérien 
donné. Nous pouvons admettre que tous ses descendants et leurs 
mutants appartiennent 4 la méme espéce. Les mutations peuvent 
cependant porter sur des génes gouvernant des caracleres tres 
divers : utilisation de l’aliment énergétique, synthése des méta- 
bolites essentiels, synthése de substances antigéniques, etc. Par 
le jeu des mutations et de la sélection, les descendants de notre 
bactérie originelle pourront différer de l’ancétre par un grand 
nombre de caractéres. Notre espéce est un stade d’un processus 
évolutif, un état d’équilibre précaire, une tranche d’évolution. 
A partir de quel nombre de mutations le descendant sera-t-l 
promu au rang d’espéce autonome ? Il est évident que le choix 
ou le groupement des caractéres qui définiront Vespéce ou le 
groupe dépendra de Vidiosyncrasie de chacun. 

Oue devient, que représente pour les espéces asexuelles la 
notion de dimension ? L’idée de territoire, de région ou les orga- 
nismes peuvent se rencontrer et se joindre n’a évidemment plus 
de sens. Cependant il est nécessaire dajouter aux caractéres 
propres des individus une donnée qui précisera le contour de 
l'espéce asexuelle. ‘La notion méme d’espéce implique d’ailleurs 
la mise en jeu d’une composante qui transcende l’individu. Cette 
composante sera, non pas le territoire en tant qu'il assure une 
probabilité de rencontre copulatoire, mais le milieu, le milieu 
dont le pouvoir sélecteur domine et gouverne |’évolution et 
léquilibre dynamique de l’espéce asexuelle. 

L’espéce n’a done pas d’existence réelle. L’espéce est l’idée 
nécessairement arbitraire que nous nous faisons d’une catégorie 
d@organismes. L’espéce est un concept. Le monde bactérien 
asexué, ot! chaque organisme n’aspire qua affirmer sa person- 
nalité est Vexpression d’un désordre extréme. Il convient 
d’opposer a cette anarchie en expansion un arbitraire des plus 
rigoureux. L’appareil de la nomenclature binaire a été forgé 
4 cette fin. Les rebelles ont élé soumis par la pensée et contraints 
de justifier un systeme intemporel. Malheureusement, les caté- 
gories éliquetées espéces ignorent nos lois et continuent & mener 
une existence aventureuse et individuelle, défi permanent aux 
bactériologistes en général et aux systématiciens en particulier. 

Cependant, Ja nomenclature binaire est un instrument de 
travail indispensable, un facteur d’ordre, une langue internatio- 
nale et le substrat de la systématique. Les bactéries doivent avoir 
des noms et des prénoms, des noms de genres et des noms 
d’espéces, faute de quoi nous ne saurions en discuter. 

L’esprit dégagé de tout préjugé et de toule passion, nous voici 
préparés a entendre quelques rapports spécifiques. N’oublions 
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pas toutefois de méditer la phrase que l’auteur de 1’Jmitation, 
dans le chapitre : « De Ja doctrine de la Vérité », a écrite pour 
les bactériologistes : « Que nous importe ce qu’on dit sur les 
genres et sur les esptces ». 
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LA NOTION D’ESPECE A TRAVERS 
QUELQUES DONNEES BIOCHIMIQUES RECENTES 
ET LE CYCLE L 


par R. VENDRELY. 


(Centre de Recherches sur les Macromolécules, Strasbourg) 


I. — Les &rRES SUPERIEURS. 


Chez les étres supérieurs, la notion d’espéce est presque intui- 
tive et elle se base essentieliement sur les données morpholo- 
giques. Le biochimiste en ce domaine ne peut avoir qu’un role 
tout 4 fait secondaire, une place de parent pauvre. En effet, que 
pourrail-il apporter qui vaille la riche moisson des morpholo- 
gistes, embryologistes et paléontologistes ? Ici des différences 
dans le métabolisme de l’azote, la une complexité accrue, ou au 
contraire une simplification dans telle chaine enzymatique, ou la 
présence de tel pigment respiratoire. Ces données précieuses, 
bien qu’encore fragmentaires, révélent certainement, et dans cer- 
tains cas d’une facon frappante, une évolution biochimique sous- 
jacente a l’évolution morphologique. ‘Les travaux biochimiques 
actuels (Baldwin [5], Florkin [84]) nous font entrevoir tout un 
vaste champs d’investigations 4 peine exploré; mais si ces 
données montrent certaines différences ou similitudes biochi- 
imiques entre des embranchements, des classes des grands 
groupes d’animaux, elles sont peu utilisables au niveau des 
especes. 


1° Le conrenu EN ADN pes noyaux. — I] est cependant un 
domaine oti hiochimie et génétique apparaissent A l’heure actuelle 
trés étroitement liées, c’est celui de VADN qui représente certai- 
nement un constituant essentiel, sinon le seul constituant des 
genes. L’étude biochimique de V?ADN devrait done permettre 
de serrer de plus prés le probleme de la définition des espéces 
en recherchant au niveau méme des molécules géniques des diffé- 
rences responsables des caractéres distinctifs des espéces animales 
ou végétales, En effet, on sait maintenant que le contenu en ADN 
des noyaux de toutes les cellules d’un individu, quel que soit le 
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tissu ou Vorgane considéré, représente une valeur constante 
caractéristique de l’espéce et cette valeur se comporte exac- 
tement comme le nombre des chromosomes, diploide dans les 
cellules somatiques et haploide dans les gamétes. C’est en 1948 
que, sous la direction de notre regretté maitre le professeur 
Boivin, nous avons pu mettre en évidence cette relation chez les 
Bovidés (44, 80): en effet, les noyaux de thymus, de foie, de 
pancréas et de rein de veau contiennent 6,4x10—* mg d’ADN, 
alors que les spermatozoides de taureau ne contiennent que 
3,2 x 10-° mg dADN, soit trés exactement la moitié. Cette 
notion de la constance de la teneur en ADN des noyaux s’est 
montrée extrémement féconde et s'est développée rapidement 
grace aux progres de la cytochimie quantitative en lumiére visible. 

En ce qui concerne le probleme qui nous occupe en ce 
moment, la teneur des noyaux en ADN peut devenir un élément 
utile de taxonomie, au méme titre que la formule chromosomique 
dont elle semble étre le reflet biochimique. Nous avons réuni 
dans le tableau I un certain nombre de résultats concernant la 
teneur en ADN des noyaux chez quelques Vertébrés. 

Il est evident que ces résultats comportent une certaine marge 
d’erreur, de ordre de 5 4 10 p. 100. Ils sont en effet établis par 
dosage d’ADN de noyaux ou de spermatozoides, et numération 
de ces éléments. Leur précision dépend donc de celle du dosage 
d’une part, et de celle de la numération d’aulre part. Que peut-on 
conclure de ces premiéres données? Tout d’abord en ce qui 
concerne les Mammiféres, les 10 animaux déji étudiés montrent 
une similitude assez frappante de leur teneur en ADN par noyau : 
tous les résultats se groupent entre 5 et 6,4 x 10-* mg. Nous 
ne saurions décider si les faibles différences conslatées entre les 
leneurs en ADN du cobaye et du chien ou du lapin et du cheval, 
par exemple, sont vraiment significatives el caractéristiques de 
Vespéce ou bien si elles sont dues 4 la marge d’erreur de la 
méthode de dosage utilisée. Une étude minutieuse serait ici néces- 
saire pour trancher la question. 

Quoi qu’il en soit, si l'on passe aux Oiseaux, tous les résultats 
sont encore remarquablement groupés, mais leur valeur moyenne 
représente moins de la moitié de la valeur trouvée chez les 
Mammiféres. Dans les autres groupes : Poissons, par exemple, 
des variations considérables peuvent étre observées d’une espéce 
 l’autre ; ainsi, si le brochet a dans ses noyaux 1,7 x 10-° mg 
d’ADN, la carpe en a 3,2 et la truite 4,9. Cependant de nom- 
breuses espéces ont des valeurs plus faibles, trés voisines de 
celles du brochet (1,7 4 1,9). On peut imaginer ici, pour explhi- 

uer ces résultats, un processus de polyploidie évoluant a partir 
dun stock minimum d’ADN qui serait présent dans de nom- 
breuses espéces d’un groupe zoologique avec des variations 


Tantyau I. — Teneur en ADN (10—° mg par noyau) 
des cellules somatiques de divers Vertébrés (*). 


i Espéces animales ¢ DNA} 2) 2DNAY =: 
$¢---------------------~--------~---------------- ------- $------- + 
: Dipneustes t $ : 
: Pretepterus LOOMS : 
: Poissons : : 

Oarpe (Cyprinus carpio) Sik SIR 
: Barbeau (Barbus barbus) : Te D548 

Garden (Gardonus rutilus) t 2 AL Sint 
: Tanche (Tinca tinca) : t Me 
: Perche (Perca fluviatilis) : so Ons 
: Brochet (Esex lucius) : ae vale? 
: Truite (Salmo irideus) : re 4 Sas 

Anguille (Anguilla anguilla) : ree ull stSng 
: Poisson chat (Ameiurus nebulosus) : 1,89: TUASWE 
: Amphibdiens tS t 5 
: Amphiuma :168 : 2 
: Necturus 1 48,4 3: : 
+ Grenouille 225 3 : 
: Crapaud yy. 1p ees B : 
: Reptiles 3 as: : 
: Tortue (Green turtle) fy D5e 8 : 
: Tortue (Wood turtle) 3 HEISE) 9 : 
: Tortue (Snapping turtle) 2 4597 8 : 
: Alligator : 2045 0Ses 
: Serpent (Water. snake) : 5,02 : 2 
: Serpent (Pilot snake) 4 COne : 
: Serpent (Black racer snake) BR 2AeR c : 
: Olseaux $ 3 i 
: Poule € (295473 Cems 
: Pintade tecsciat : 
: Oie : 2,92 : ies 
: Canard 2 2,65 QAe gS 
: Pigeon : t : 2 : 
: Dinde : t iyo: 
: Faisan “3 ¢ HATE 
: Moineau t : Ans) 3 
: Mammiféres t : : 
: Boeuf t Fa Oh fone 
: Pore t t 5,1: 
: Cabaye t : 5,9: 
2 Chien. t : S55} 9 
: Homme : : 6 : 
+ Lapin : He Sieh 
: Cheval : ¢ 5,81 
: Mouton : : 547 2 
oer ss t ty oetee 
¢ Souris t t 5 : 
: z t : 


Ss5 $3235 555355355 955S25255 


(*) Nous ne rapportons ici que quelques résultats empruntés A C. ct RB. 


Vendrely [77] et 4 Mirsky [55] concernant les Vertébrés. 
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infinies d’une espéce a l’autre. Ce stock minimum serait doublé 
ou triplé dans certains cas. Ce processus de polyploidie serait 
extréme chez les Amphibiens qui peuvent avoir jusqu’A 
168 x 10—° mg d’ADN dans les noyaux, soit & peu prés cent fois 
la teneur minimum des Poissons ou des Oiseaux. 

Le mot de polyploidie peut paraitre abusif lorsqw’il ne s’agit 
que de données biochimiques sans une étude du nombre des 
chromosomes. Cependant, l’élégante méthode de cytophotométrie 
quantitative rend possible la mesure de |’ADN d’un seul noyau 
choisi dans une coupe de tissus ou un frotlis et a permis de 
montrer que les différentes classes de noyaux polyploides situés 
dans le foie, par exemple, ont respectivement pour contenu en 
ADN le double et le quadruple de la teneur diploide {65}. D’autre 
part, dans les glandes salivaires de drosophile, dont les noyaux 
contiennent les énormes chromosomes géants, Swift et Rasch [72] 
ont trouvé des teneurs en ADN par noyau cing cents fois plus 
élevées que celles des cellules diploides, ce qui correspond a un 
adegré de polyploidie de mille fois. Ici, le nombre de chromo- 
somes n’a pas varié, mais c’est Punité du chromosome lui-méme, 
la chromatide, qui a doublé un nombre considérable de fois. Ce 
processus de polyténie est objectivé trés exactement par la quan- 
tité totale d’ADN trouvée dans de tels noyaux. D’autre part, on 
a montré chez des espéces polyploides un dédoublement de ’ ADN 
des noyaux par rapport a l’espéce normale. 

Il apparait donc que le contenu par noyau en ADN peut et 
doit intervenir, selon |’expression de Mrs Schrader, comme un 
instrument utile de cylotaxonomie. En effet, Matthey [50] l’a sou- 
ligné, dans l’étude de la formule chromosomique entre espéces 
voisines, il faut envisager non seulement le nombre des chromo- 
somes, mais encore la longueur totale qu’auraient ces chro- 
mosomes mis bout a bout, car un simple processus de fragmen- 
iation peut intervenir et accroitre considérablement le nombre des 
chromosomes sans que soit accrue leur quantité de matiére. 11 
est parfois difficile, sinon impossible, pour le cytologiste de 
décider si la différence entre le nombre des chromosomes entre 
deux ou plusieurs proches espéces résulte d’une fragmentation 
ou d’une duplication de ces éléments. C’est alors que la mesure 
du contenu en ADN du noyau permettra de se prononcer. Que 
cette teneur soit la méme dans deux espéces voisines 4 formule 
chromosomique différente et l'on pourra dire que Vune dérive 
de autre par fragmentation des chromosomes; qu’elle soit 
doublée ainsi que le nombre de chromosomes dans lune des 
espéces, il s’agit bien de polyploidie. Mais si cette teneur est 
doublée alors que le nombre des chromosomes reste le méme, 
il s'agit de polyténie. - ae 

Ce procédé d’investigation a ¢té utilisé par Mrs Schrader |36! 
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chez les Mantidae ow elle a pu montrer, grace a la considération 
de la teneur en ADN par noyau, une possibilité de polyploidisa- 
ition dans un cas. Moses et Yerganian [57] chez les hamsters, 
Rendel et Kellermann {64} chez les kangourous, ont également 
utilisé avee succés la mesure d’ADN par noyau dans leurs pro- 
blemes de cytotaxonomie. 

Ainsi celte constante ADN peut représenter un élément ulile 
dans la déterminaion des espéces. Mais si l’on cherche a s’élever 
& un point de vue évolutif tout a fait général, peut-on dire que 
la teneur en ADN par noyau est susceptible de représenter un 
index de la complexité génétique des étres vivants ? En d’autres 
termes, cette quantilé s’éléve-t-elle depuis les espéces inférieures 
comportant un nombre relativement petit de génes jusqu’aux 
espéces supérieures avec l’immense complexité de leurs carac- 
iéres héréditaires ? Mirsky et Ris [55] ont étudié le contenu en 
ADN des noyaux d'un grand nombre d’animaux, Vertébrés et 
Invertébrés. Ces résultats sont encore trop peu nombreux et ne 
peuvent permettre de conclusion définitive, lintervention de 
phénoménes de polyploidie, sans aucun rapport avec la complexité 
des animaux, rendant difficile une interprétation valable. On ne 
peut done dire que la teneur en ADN des noyaux s’éléve selon 
le perfectionnement des étres vivants. Cependant, si l’on consi- 
dére les Invertébrés, il apparait assez nettement que cette valeur 
est plus élevée chez les espéces les plus évoluées que chez les 
animaux primitifs. 

Enfin, si ’on passe aux microorganismes, cette teneur peut 
étre cent a mille fois inférieure a celle trouvée chez les Mammi- 
féres par exemple. Il est possible, il est méme trés vraisemblable, 
que !’ADN contenu dans le noyau représente plus que le matériel 
génique indispensable. Nous avons vu en effet que les noyaux 
polyploides contenaient deux fois, quatre fois et jusqu’a mille 
lois la quantité d’ADN nécessaire; il peut done y avoir un 
« luxe » @ADN, ce qui évidemment compliquerait singuliérement 
ie probleme. 

Ainsi, dans l’état actuel de nos connaissances, si l'étude quan- 
titative de PADN par noyau peut apporter des indications utiles 
dans certains aspects de la taxonomie, son deeré de précision 
insuffisant, la difficulté de son interprétation en limitent considé- 
rablement l’emploi. 


2° StructTuRE pe tL’ ADN. — D’ailleurs, ce qui compte lorsqu’on 
siadresse 4 des espéces peu éloignées, ce n’est pas le nombre de 
genes, mais la qualité de ces génes. Si l’on admet en effet qu’en 
définitive les génes sont représentés par des structures différentes 
au niveau des molécules d’ADN, c’est A la structure méme de 
VYADN quwil faudra s’adresser pour essayer de découvrir des 
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particularités biochimiques caractérisant tel ou tel groupe d’ani- 
maux, 

C’est & Chargaff [44] et & son équipe que nous devons la plu- 
part des données déja nombreuses que nous possédons a |’heure 
actuelle. Grace a la technique de chromatographie, ces auleurs 
ont pu comparer les proportions de mononucléotides de chaque 
type entrant dans la composition de la molécule d’ADN. La 
technique chromatographique comporte, d’une part, la séparation 
sur papier des bases puriques et pyrimidiques libérées de ?ADN 
par hydrolyse et, d’autre part, l’estimation quantitative des bases 
ainsi séparées par lV’emploi de la spectrophotométrie en ultra- 
violet. 

Pour que l’évaluation des proportions relatives des bases 
puriques et pyrimidiques soit valable dans un échantillon d’ADN 
donné, il faut que cet échantillon n’ait subi aucune dégradation 
du fait du traitement app!iqué au cours de l’extraction et de la 
purification. Il faut également éviter autant que possible l’action 
des nucléases cellulaires qui commencent 4 agir aprés la mort 
de la cellule. On peut en effet imaginer que tel agent chimique, 
iel enzyme cellulaire puisse altaquer de préférence un groupe 
donné de nucléotides modifiant de ce fait Ja répartilion initiale 
des bases puriques et pyrimidiques. Il faut aussi s’assurer 
qu’aucune contamination de ’ADN par V’ARN nest intervenue. 


Il est difficile d’éliminer totalement toutes ces causes d’erreur, 
mais méme en tenant compte des restriclions que comportent les 
limitations de la technique, les résultats obtenus présentent un 
intérét considérable (tableau II). 

Il apparait, d’aprés ces résultats, que la structure simple létra- 
nucléotidique de 1 ADN comportant des quantités équimoléculaires 
de bases azotées, ne répond pas a la réalité. Les proportions 
entre adénine et guanine, thymine et cytosine, sont en effet rare- 
ment égales a l’unité. D’autre part, si l’on considére ces rapports 
dans différents organes d'un méme animal, les rapports des bases 
sont approximativement les mémes, mais, que l’on passe d’une 
espéce a l’autre, et ces rapports peuvent différer alors de fagon 
marquée. Ainsi, Chargaff souligne que, méme chez deux espéces 
relativement peu éloignées comme le beeuf et VPhomme, des diffé- 
rences statistiquement significatives existent. Ainsi le rapport 
adénine/guanine, qui est en moyenne de 1,50 chez homme, n'est 
que de 1,80 chez le boeuf ; le rapport thymine/cytosine, qui avot- 
sine 1,76 chez ’homme, n’est que de 1,36 chez le boeuf. Remar- 
quons également que chez tous les animaux Vadénine et la 
thymine prédominent toujours sur la guanine et la cytosine. I 
n’en est pas de méme, comme nous le verrons plus loin, dans Je 
monde des microorganismes. Enfin, dans tous les ADN obtenus 
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jusqu’a présent, le rapport purines tolales/pyrimidines totales 
est toujours tres proche de 1, de méme que les rapports adé- 
nine/thymine et guanine/cytosine. Il semble donc qu'il y ait un 
équilibre nécessaire entre bases puriques et bases pyrimidiques 


Tasrrsu (1. — Composition de préparations d’ADN de diverses origines. 


SaSSrcns ee a.eeneao Sees sS a ane pase eee wee = een ee essasess 2 = 
Rapports Moléculaires 
Adénine | Thynine Rd Guanine | Purines | 
Guanine | CytosiIne| Thymine | Cytosine | Pyrimidines 
ae : = eee Ae I 2st) eee =a ==} 
|Homme (sperme) 1,60 Dao) 0,92 0,07 0,94 
(thymus) 1,47 1,75 1,00 1,19 1,07 | 
(foie) 1,42 1,80 1,00 1,26 1,09 | 
(foie carcinome) 15,50 1,80 1,00 1,20 1,07 
Boeuf (sperme) aac) eo 1,05 Tan: 1,03 ’ 
(thynus) 1,29 1,43 1,04 1,00 TSO | 
(thymus) 1, 20 1,41 OF aypallza 1,04 
(thymus) 1,43 1,40 1,03 Lye 1,02 Rr 
(thyaus) 1S est 1,02 0,96 0,99 
(rate) 1,25 1,40 1,07 1,20 LO- 
(rate) Tee 1,35 1,00 0,95 0,98 | 
(rein-noyaux) Lei 1, 28 1,00 LO 1,00 
(rein entier) eS is ie) 1,00 1,08 1,06 
(coeur-noyaux) wee 1,23. 0,99 1,00 1,00 | 
Mouton (rate) 1,26 1,36 0,98 1,05 101 | 
Boue  (sperme) 1,31 1,30 1,05 1,00' SOs | ant 
Cheval (rate) 1,29 ae 1,07 1,14 ag 
Rat (moelle osseuse) 1,34 1,39 1,01 wool Fe 
Poule (érythrocyte) 1,40 1,36 0,99 0,96 0,97 
(érythrocyte) 1,45 1,29 1,06 0,91 0,99 
(blanc d’oeuf) 1,39 1,29 1,08 1,01 1,06 
Tortue (érythrocyte) 1,31 hee ST 1,03 1,03 1,03 
Saumon (sperme) 1,43 1,43 1,02 1,02 iO | 
Hareng (soerne) L525 Res 1,01 0,93) OOM taet| 
Truite (sperne) ye IS 1,08 aatalt 1QGaNO) 
Alose (testicules) 1,50 1,43 0,97 LOR. ie ON | 
Locusta migratoria 1,43 1,41 1,00 o,ea 0,99 
Arbacia punctulata (sperme) 1,46 70) 0,87 1,01 0,92 
Arbacia punctulzts (sverme) 1,46 1,58 0,99 1,09 1,03 
Arbacia forbesii (sperme) 1,45 1,47 eo eet nae a) 
Arbacia lixuls (sperie) 1,64 58 OX 1,00 yOu 
Echinus esculentus (sperme) 1,59 1,60 1,05 0,96" Lou 
Psammechinus militaris 1,835 2:80, 1,02 1,00 UO 
Puracentrotus lividus Nis 1.85 P02 £02 1,02 
Echinocardium cordatum 1,95 shat) a Ores | 0,95 1,00 
SS=SaaS==S= === Sane Cen ee ee ey eel 


(ft) Les nombres marqués d’un  astérique comprennent la d-méthyleytosine ; 
quand cette pyridine est comptée, les rapports purines totales/ pyridines totales 
sont trés proches de I’unité. 

(2) Ces valeurs concernent le rapport guanine/cytosine + 5-méthylcytosine. 
Ce rapport est plus proche de I’unité que le rapport guanine/cytosine. 


et que Ja proportion quantitative d’une base purique comme 
Vadénine ou Ja guanine impose une proportion identique d’une 
autre base pyrimidique cette fois thymine ou cytosine. Cette 
constatation a été utilisée dans l’établissement du schéma struc: 
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turel de PADN, oti les bases sont accouplées par paires adénine- 
thymine, guanine-cytosine. 

Ains!, la structure de !ADN semble obéir a un plan général 
valable pour tous les étres vivants, mais l'étude du rapport des 
bases révéle des différences suivant les espéces. Il faut cepen- 
dant remarquer que ces différences sont faibles et parfois peu 
significatives et ne rendent pas compte de la place qu’occupent 
les animaux en question dans |’échelle des étres. Ainsi, homme 
et Poursin semblent avoir le méme ADN en ce qui concerne le 
rapport des bases. I] est vrai que ces rapports de bases ne repré- 
sentent qu’une moyenne statistique de trés nombreux arran- 
gements répondant aux nombreux génes. En effet, dans |’échan- 
tillon étudié existent probablement des centaines ou des milliers 
arrangements structuraux différents, dont V’analyse chromato- 
graphique ne donne qu’une idée globale en faisant apparaitre 
les proportions dominantes. 


3° Les NUCLEOPROTEINES. — On peut se demander si l’étude, 
non plus du seul ADN, mais aussi de la protéine avec laquelle 
il forme un complexe serail susceptible de fatre apparaitre 
d’autres éléments de différenciation entre les espéces. Depuis 
quelques années, nous avons nous-mémes entrepris d’étudier 'a 
composition des protéines associées a VADN dans le noyau 
cellulaire et les variations possibles de cette composition lorsqu’on 
passe d’une espéce animale 4 une autre espéce animale ou des 
cellules somatiques aux spermatozoides dans la méme espéce. 
Les résultats que nous allons rapporter ici ont été obtenus récem- 
ment dans notre laboratoire par M"™® Knobloch et M. Matsu- 
daira [43, 78}, qui ont effectué l'étude chromatographique de 
nucléohistones d’origines fort diverses. ‘Les chromatogrammes 
furent obtenus aprés hydrolyse des nucléoprotéines entiéres sans 
séparalion préalable de ?ADN. On ne peut, en effet, séparer 
ADN et protéine sans risquer de perdre une certaine fraction de 
cette protéine qui, dés lors, ne correspond plus au produit naturel. 
Le volume d’hydrolysat utilisé dans chaque cas fut calculé de 
facon a avoir la méme quantité d’ADN pour chacun des chro- 
matogrammes réalisés simultanément sur le méme papier. La 
planche I montre une étude simultanée, ainsi réalisée, de nucléo- 
histones de différents organes de veau: thymus, foie, rein. 
L’intensité des taches des différents amino-acides et leur répar- 
tition sont tout a fait identiques dans les trois cas. Ainsi les nucléo- 
histones semblent étre les mémes dans différents organes d’un 
méme animal. Cette conclusion est tout 4 fait en accord avec 
les données récentes de Crampton, Stein et Moore [46]. Si nous 
comparons a présent les nucléohistones d’érythrocytes de diffé- 
rents Poissons, Batraciens et Oiseaux, ainsi que celle du thymus de 
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veau (planche II), nous constatons, ici aussi, une similarité remar- 
quable de composition entre ces nucléoprotéines, qui cependant 
proviennent d’espéces animales bien différentes. L’analyse des 
acides aminés basiques confirme cette donnée (tableau III), Force 


Tasceau WI. — Grammes d’acides aminés pour 100 g de protéine. 

: ae nk Mee ee Wee ee Ee ee a A ad 
$ : Carpe : Truite:Brochet: Veau : Poule :Canard :Tanche :Grenouille 
3 :érythro:érythro:érythrosthymus :érythro:érythro:érythro:érythros ; 

cyte . cyte cyte , ¢. cue, sevice! scyire x cyte A 

: > histon&histone*histone*histone* histone‘ histbne’histone* histone 

$= SS SS HH HH SH SSS SSH GS HSS - HS FH HH SS HS FHSS SSS = BH SH SS HS FH SH SSS HF SF SS SSK HTS SS 
3 3 : 3 : 3 ts yk t 5 t 

Sir pesidie: S55) = Doge eda PNAS FOSS) Y ilies tf 12,8 
5 : : : 2 Gj 

frysine-  * 1555) 15,2 °° 03,5. 0 Sy Deseret ony Pe tees 
Upaigunaiia? rb) Y Bi Yale 254 2,5)% 2yhe at Ga ee oes 


. . . 
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= = = = : : 
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nous est d’admettre que si les histones différent d’une espéce 
a lautre, ces différences doivent étre faibles et au-dessous de 
Ja sensibilité de nos méthodes d’analyse. 

La comparaison des nucléohistones avec les nucléoprotéines 
obtenues A partir du sperme des mémes espéces apporte cette 
fois des données plus complexes : Kossel [44], dés le début du 
siécle, s’était attaché a étudier la composition des nucléoprotéines 
et avait montré que l’histone, protéime complexe des cellules 
somatiques, se simplifie considérablement lors de la formation 
des spermatozoides chez de nombreuses espéces ; elle devient trés 
riche en acides aminés basiques : c’est une protamine. Kossel 
établit une classification des différents types de protamines trouvés 
chez différentes especes de Poissons. Mais les méthodes brutales 
qu'il employait pour séparer la protamine de l’acide nucléique 
risquaient de modifier cette protéine en détruisant certaines frac- 
tions, si bien que les produits décrits et analysés par Kossel ne 
correspondent pas tous aux produits naturels, comme nous avons 
pu le montrer en effectuant des travaux du méme ordre, mais 
pan la méthode chromatographique portant sur le complexe 
nucléoprotéique entier. Nos résultats, bien qu’encore peu nom- 
breux, nous ont conduit cependant a quelques intéressantes consta- 
tations (planche III) qui nous aménent a définir trois grands types 
dans la composition des nucléoprotéines du sperme de différents 
animaux : 1° Le type illustré par la carpe ou la grenouille, chez 
lequel la nucléoprotéine du sperme est identique a celle des 
cellu'es somatiques ; c’est une histone typique. 2° Le cas extréme 
de la fruite, ot! la lysine et la plupart des acides aminés ont dis- 
paru a Vexception de l’arginine dont la quantité par rapport 
a VADN a augmenté de facon spectaculaire. 3° Enfin le cas inter- 
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médiaire du brochet, ot l’arginine a augmenté de facon notable 
et ou la lysine et la plupart des autres acides ont sensiblement 
diminué. L’analyse du contenu en arginine de ces différents types 
de spermes objective bien ces différences (tableau IV). : 


Tasceay IV. — Grammes d’acides aminés pour 100 g de protéine. 
t t Carpe : Grenouwille: Brochet : Truite : 
t : Sperue : Sperue : Sperme : Sperme (3 
#--———---------- #----------- #—--------~-- #----------- $—----------- + 
$ arginine t 13,6 t AES x3 41,0 : 85 : 
: Lysine t Ge AS) : ID 52 : SinG 2 (0) : 
: Histidine : 2,0 : Anil : abe) $ O ‘5 


Os 4595255595255 =¢9 = = 22355 45== SHH EHS 3 SsS= B= eH = = SS HEHE = === 35==s===¥y 


Quelle que ‘soit la signification profonde sur le plan biologique 
de ces différences de composition dans les nucléoprotéines des 
spermatozoides, ]’étude systématique de ces substances dans de 
trés nombreuses espéces serait certainement intéressante et appor- 
terail un élément de plus pour leur caractérisation. 


II. — Les MICROORGANISMES. 


Voici done comment les travaux biochimiques récents sur l’ADN 
et les nucléoprotéines peuvent participer de prés ou de loin a la 
notion d’espéce chez les étres supérieurs. En ce qui concerne 
les bactéries, le probleme se présente différemment et peut-étre 
de fagon plus complexe. En effet, chez ces microorganismes, la 
notion d’espéce est beaucoup moins évidente que chez les étres 
supérieurs ot les innombrables caractéres morphologiques sautent 
aux yeux méme du profane et conduisent dans bien des cas a une 
appréciation assez facile. L’univers des microorganismes est 
moins facile 4 explorer et a cataloguer et seul un petit nombre 
de spécialistes au monde est capable de classer les nombreuses 
espéces connues. Peut-étre qu’ici la biochimie a eu dés le début 
une part plus grande : en effet, la gamme plus ou moins compléte 
d’enzymes se traduisant par les différents caractéres fermentaires 
d’un germe, les caractéres antigéniques avec la composition des 
antigénes, polysaccharidiques, lipidiques, protéiques, ont ¢té 
amplement ulilisés pour !a déterminalion des espéces bactériennes 
et sont désormais des tests classiques. 


1° Cyrocumne. — L’étude cytochimique des bactéries repré- 
sente un aspect relativement récent de la biochimie bactérienne. 
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Ses buts essentiels sont l’interprélation sur le plan biochimique 
des réaclions tincloriales plus ou moins empiriques utilisées dans 
étude des bactéries et, d’autre part, l’essai de localisation dans 
telle ou telle partie de Ja cellule bactérienne de telle ou telle 
substance. 

La réaction de Gram, par exemple, est universellement 
employée par les bactériologistes pour distinguer les deux groupes 
de bactéries Gram + et Gram —. Mais sur le plan biochimique, 
celle réaction n’a malheureusement pas une signification bien 
précise. Henry et Stacey [83], dés 1943, présentaient une série 
d’arguments tendant 4 prouver que la réaction Gram + caracté- 
riserait un complexe de ribonucléate de magnésium et de pro- 
téines concentré a la surface de la cellule. Cependant, un certain 
nombre d’auteurs (Dreyer, Scott et Walker [80], Dianzani et 
Maccari [24]) ont signalé une influence certaime de composants 
lipidiques. Salton [66) a montré effecltivement que les bactéries 
8 Gram positif ont une teneur en lipides beaucoup plus élevée 
que les germes 4 Gram négatif et insiste également sur l’impor- 
{ance que pourraient avoir certains composants protéiques de la 
membrane bactérienne. Enfin, Webb [84], utilisant Vaction du 
lysozyme, évoque le réle de polysaccharides dans la réaction de 
Gram. 

Polysaccharides ? Protéines? Lipides? Ribonucléotides de 
magnésium ? Quel est Pagent chimique responsable de la réaction 
de Gram ? 

Bartholomew et Mittwer [6], qui ont revu trés soigneusement 
la question dans son ensemble, parviennent 4 la conclusion que 
le caractére positif de la réaction n’est pas di a un certain cons- 
tituant chimique bien déterminé. Le passage expérimental de 
l'état de Gram + a celui de Gram — par suppression d’un consti- 
tituant ne doit pas faire conclure a l’intervention spécifique de 
ce constituant dans la réaction, trop de corps se comportant 
ainsi. Pour Bartholomew et Mittwer, toutes les bactéries, qu’elles 
soient Gram + ou Gram —, prennent le violet de gentiane par 
liaison ionique entre les groupements acides de la bactérie et les 
groupements alcalins du colorant. L’iode, ensuite, pénétre les 
deux types de germes en formant un complexe avec le colorant, 
complexe que va finalement dissocier l’alcool. Suivant la diffi- 
culté que rencontre Valcool & traverser la membrane bactérienne, 
ia décoloration est nulle ou complete. 


Prancue I. 


Pr. I, — Chromatogrammes de nucléohistones de thymus, foie et rein de veau 
(Volume d’hydrolysat rapporté 4 une méme quantité d’ADN). Papier Whatman 1]. 
Solvant : butanol, 4 p. ; éthanol, 1 p. ; acide acétique, 1 p. ; eau, 2 p. 
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Pr. Il. — Chromatogrammes de nucléohistones provenant de différents Vertébrés. 
(Volume d‘hydrolysai rapporté a une méme quantité d’ADN). 1. Nucléohistone 
d’érythrocyte de carpe: 2. Nucléohistone dérythrocyte de truite; 5. Nucléo- 
histone d’érythrocyte de brochet; 4. Nucléohistone de thymus de _ veau; 
3. Nucléohistone d’érythrocyte de coq: 6. Nucléohistone d’érythrocyte de canard ; 
7. Nucléohistone d’érythrocyte de tanche; 8. Nucléohistone d’érythrocyte de 
grenouille, Papier Whatman |. Solvant: butanol, 4 p.; éthanol, 1 p.; acide 
acétique, 1 p.; eau, 2 p. 
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Pr. Ul. — Chromatogrammes comparatifs de mucléohistones et nucléoprotamines 

de Poissons. (Volume d’hydrlolysat rapporté & une méme quantité d’ADN.) 

|. Nucléohistone d’érythrocytes de carpe ; 2. Nucléoprotéine de sperme de carpe ; 

3  Nucléohistone d’érythrocytes de brochet ; 4. Nucléoprotamine de sperme de 

brochet ; 5. Nucléohistone d’érythrocytes de  truite; 6. Nucléoprotamine de 

sperme de truile. Papier Whatman 1]. Solvant: butanol, 4 p.; éthanol, 1 p.; 
acide acétique, 1 p.; eau, 2 p. 
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Ainsi, faute d’explication biochimique précise, la signification 
profonde du Gram nous échappe ; il ne ferait que révéler certaines 
propriétés physico-chimiques constantes de la membrane bac- 
térienne. 

En ce qui concerne Ja localisation cytochimique de certaines 
substances dans les bactéries, l’emploi du Soudan III pour la 
mise en évidence des lipides a conduit Burdon [42] a des consta- 
iations inléressantes : la membrane est colorée, mais aussi des 
inclusions cytoplasmiques dont Vabondance caractérise certains 
microorganismes (Clostridium, Corynebacterium et Mycobacte- 
rium). Ces inclusions peuvent manquer totalement ou n’étre pré- 
sentes qu’en petites. quantités chez d’aulres germes (staphylo- 
coques, streptocoques, pneumocoques). Burdon signale d’ailleurs 
que les lipides sont en général plus abondants et présents avec 
plus de régularité chez les bactéries Gram +. 


Il existe également des techniques spécifiques applicables aux 
bactéries pour la mise en évidence des polysaccharides (méthodes 
de Hotchkiss [34] et Mc Manus [52} et sa modification par 
Jarvi et Levanto [87]). mais il n’existe pas de travaux systéma- 
liques sur différentes espéces bactériennes 4 ce sujet. On peut 
enfin mettre en évidence cytochimiquement certains enzymes dans 
le cytoplasme de la bactérie ou au niveau de certains granules 
cytoplasmiques. Les phosphatases et les lipases (Bayliss, Glick 
et Siem [7]}) ont été ainsi localisées chez certains germes par les 
méthodes mises au point par Gomori. La cytochrome-oxydase 
a été mise en évidence par Mudd et coll. [58] chez de nombreuses 
bactéries par la réaction du Nadi. 

Mais tous ces essais cytochimiques sont encore trés fragmen- 
taires et ne sauraient étre développés de facon intensive. On 
concoit en effet la difficulté que lon rencontre & appliquer des 
méthodes cytochimiques valables 4 des organites aussi petits que 
les bactéries et dont la cytologie méme est encore mal connue. 
Si jamais les données cytochimiques sur les bactéries peuvent un 
jour étre utilisables pour la notion d’espéce, ce jour est a coup 
sir fort lointain. Il m’en est peul-étre pas de méme en ce qui 
concerne l'étude de VADN et des nucléoprotéines, qui, nous 
l’avons vu, prennent une importance considérable en génétique 
chez les étres supérieurs. 

Mais, si la notion d’ADN facteur héréditaire a réusst a s’im- 
poser chez la plupart des biologistes et s’est développée a ce 
point, c’est justement grace a la découverte chez la bactérie de 
Vactivité transformante que ?ADN d’une souche bactérienne peut 
avoir sur les caractéres héréditaires d’une souche voisine a qui 
elle imprime un ou plusieurs caractéres nouveaux empruntés 
3 la souche donneuse d’ADN. Les expériences sur les pneumo- 
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coques initiées par Griffith [82] et développées magnifiquement 
par Avery et son école {4] sont désormais classiques. Boivin [40] 
avait décrit des phénoménes du méme genre chez Escherichia coli, 
mais la souche « réceptrice » qu’il avait isolée a été perdue, et 
des transformations ont été réalisées chez d’autres espéces bactc- 
riennes : Shigella paradysenteriae {83}, Proteus X 19, Salmonella, 
Staphylococcus [48, 19, 20], bacille tuberculeux {88]; etc., mais 
n’ont pas élé confirmées. Ainsi, outre le pneumocoque, deux 
especes seulement présentent des phénoménes de transformation 
conslamment reproductibles : Hemophilus influenzae (Alexander 
et Leidy [41, 2]) et Neisseria meningitidis (Alexander et Red- 
mann {3]). Pourquoi le phénoméne de transformation pourtant 
connu depuis plus de dix ans est-il resté limité a un si pelit 
nombre d’espéces bactériennes ? Cette question est assez trou- 
blante et Zamenhof y répond de fagon trés convaincante dans une 
revue récente [85]. I] fait remarquer tout d’abord que beaucoup 
despéces libérent dans leur milieu de culture des désoxyribonu- 
eléases puissantes. Dans ces conditions, il est évident que le fiac- 
teur transformant sera détruit rapidement avant d’avoir aucun 
contact avec les cellules bactériennes en expérience. D’autre part, 
les cellules réceptrices peuvent étre tout a fait imperméables au 
principe transformant qui ne peut absolument pas franchir la 
membrane. Enfin, la troisiéme raison avancée par Zamenhof et 
qui n’est pas moins importante que les deux premiéres est un 
facteur humain. Le succés dans Ja recherche d’un nouveau phéno- 
méne de transformation est conditionné par une intime connais- 
sance de ]’organisme utilisé et des propriétés de ’ADN ainsi que 
par des années de patient Jabeur. 

I] n’est done pas exclu d’envisager que d’autres espéces bacté- 
riennes peuvent présenter le phénoméne de transformation et on 
peut espérer qu'une meilleure connaissance du phénoméne pourra 
permeltre de le généraliser & de nombreuses autres espéces. Quoi 
qu'il en soit, ce phénoméne jusqu’a présent n’a été possible qu’a 
Vintérieur dune méme espéce. ‘Le passage d’une espéce bacté- 
rienne a une autre n’a jamais pu étre réalisé, si ce n’est la trans- 
formation d’une variante de Bacteridium anthracis non encap- 
sulée sous l’effet d’un extrait de Bacillus mesentericus encapsulé, 
et la transformation inverse de Bacillus mesentericus non encap- 
sulé sous l’effet d’un extrait de Bacteridium anthracis encap- 
sulé [54]; mais cette expérience n’a pas été confirmée. Des 
travaux plus récents sur Hemophilus influenzae dus a Schaeffer 
et Ritz [68) dune part, a Leidy et Alexander [49] d’autre part, 
montrent que des transformations interspécifiques sont possibles 
dans ce genre. Cependant, leur fréquence est beaucoup plus faible 
que celle des transformations intraspécifiques. Les expériences 
de Schaeffer [67] avec des ADN marqués au radiophosphore 
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montrent que cette faible fréquence de transformation interspé- 
cifique n’est pas due & une moindre pénétration du facteur trans- 
formant dans les bactéries. ‘La pénétration de ADN marqué se 
révélant la méme pour les différentes especes en expérience, il 
faut donc admettre que l’empéchement du processus doit s’effec- 
luer a l’intérieur de la bactérie. La transformation bactérienne 
dépendrait de Vappariement de l’ADN transformant avec une 
structure complémentaire de la bactérie réceptrice, la fréquence 
de la transformation élant en rapport avec l’étendue de cette 
synapse. [in tout cas, un tel phénoméne ne serait possible qu’entre 
espéces extrémement voisines ct indiquerait des affinilés trés 
grandes entre ces deux espéces. 


2° L°ADN ET LES NUCLEOPROTEINES BACTERIENNES. — Si l’ADN 
chez les bactéries a montré dés longtemps une activité transfor- 
mante incontestable sur les caractéres héréditaires, l'étude de cet 
ADN lui-méme, de son comportement et de sa structure physico- 
chimique est beaucoup moins avancée que chez les étres supé- 
rieurs. Nous avons vu, en effet, que chez ceux-ci le contenu en 
ADN des noyaux normaux au repos représentait une constante 
caractéristique de l’espeéce. Une telle étude est-elle possible chez 
les bactéries ? A vrai dire, nous n’avons a Vheure actuelle que 
fort peu de résultats 4 ce sujet. En effet, si le dosage d’ADN 
chez les bactéries est relalivement facile, par contre la numéra- 
tion des bactéries est bien plus déiicate et pénible que celle de 
noyaux isolés de tissus el comporte plus de causes d’erreur. 
D’autre part, si l’on considére une cullure de bactéries, il s’agit 
le plus souvent d’un mélange de cellules en division, de cellules 
se préparant a Ja division, et de cellules au repos ou en train 
de mourir. Enfin Ja définition du noyau bactérien n’est pas tout 
a fait précise ; a la phase de grande multiplication, en effet, les 
bactéries présentent souvent de nombreux éléments chromatiques 
en nombre assez variable qui pourraient représenter des chromo- 
somes. Dans ce cas, ]’évaluation de l’ADN par bactéries est pos- 
sible, celle de l?ADN par noyau ne saurait qu’étre arbitraire et 
basée sur une définition provisoire du noyau de la bactérie. Et 
d’ailleurs, comme l’ont fait remarquer R. Tulasne et C. Ven- 
drely {76}, il doit exister dans la plupart des cas dans les 
bactéries une quantité de chromatine beaucoup trop grande, une 
sorte de polyploidie normale, comme nous le verrons en éludiant 
tout 4 V’heure les formes L. Un seul granule bien inférieur en 
taille au noyau présumé de la bactérie suffit 4 assurer la continuité 
des caractéres de l’espéce et contient done tout le stock de génes 
de la bactérie. Ce luxe de matériel] génique, nous le retrouvons 
du haut en bas de l’échelle des étres et il est particuli¢rement 
évident chez certains Protozoaires ot il est objectivé par la sépa- 
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ration du micronucléus, servant a la reproduction ct contenant 
le nombre diploide de chromosomes, et le macronucléus, haute- 
ment polyploide, servant a la vie végélative et susceptible d’étre 
détruit et reconstruit au cours du cycle vital de ces mucro- 
organismes. En ce qui concerne les bactéries, il semble exister 
un certain rapport entre le volume du cyloplasme bactérien et 
celui du noyau. Il doit exister un équilibre nucléo-plasmatique 
qui se maintiendrait par la multiplication du matériel nucléaire 
quand la bactérie augmente de taille, ce qui est particuliérement 
net dans les formes géantes que présentent les Proteus, b. mega- 
terium et parfois certains cocci au début de la phase de multi- 
plication exponenticlle. 

Il résulte de tout ceci qu'une détermination du contenu du 
noyau bactérien en ADN, pour étre valable, doit porter sur des 
bactéries en phase de repos, au moment ott elles ne se divisent 
pratiquement plus. La synchronisation des cycles de division chez 
les bactéries (Hotchkiss [85], Lark et Maalge [45, 46, etc.}) peut 
fournir aussi un moyen élégant d’obtenir un grand nombre de 
bactéries toutes comparables en ce qui concerne l'état physiolo- 
gique de leur noyau. Dans notre laboratoire, M™ Vendrely (1) 
2 mis au point un procédé de synchronisation des divisions en 
mettant des colibacilles en phase de multiplication dans du sérum 
physiologique & 37° pendant trente a soixante minutes, puis en 
ies refroidissant ; les germes deviennent alors trés petits ct pour 
la plupart mononucléés. M™ Palmade (1) a trouvé chez ces 
germes 9 x 10-* mg d’ADN par bactérie et un poids sec de 
138 x 10-" mg. Si on les remet sur um miheuw nual) ager 
le contenu en ADN de ces germes passe 4 17 x 10-” mg et 
leur poids sec & 3,5 x 10—" mg en quarante minutes. On assiste 
done ici a la duplication concomitante de la masse totale des 
germes el de leur contenu en ADN. 

On peut done retenir Je chiffre de 9 x 10-* mg d’ADN pour 
le colibacille. Des dosages sur B. megaterium et sur Proteus 
donnent des résultats comparables quoique un peu plus élevés : 
entre 10 et 11 x 10—* mg par bactérie. Webb /82] donne pour 
Welchia perfringens la valeur de 24,5 x 10-" mg, ce qui est 
considérablement plus élevé que chez les germes précédents. 
Caldwell et Hinshelwood [43] indiquent pour Bacillus lactis aero- 
genes une teneur en ADN par bactérie de 20 x 10—-" meg. Cette 
teneur reste constante durant la pousse des cultures malgré de 
fortes variations dans la proportion de Vazote total cellulaire. 
Ogur {59} et ses collaborateurs ont trouvé chez la levure une 
teneur d’ADN de 6,2 x 10-" mg. Enfin Morse et Carter (56| 
signalent chez E. coli que le mutant B/r contient trois a quatre 


(1) Résultats non publiés. 
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fois plus @’ADN que la souche parente B. Il pourrait done y 
avoir, comme chez les étre supérieurs, passage d'une variété 
a une autre par polyploidie. 

Comme on le voit, Jes résultats sur la teneur absolue en ADN 
chez ditférentes espéces de bactéries sont encore trop rares pour 
qu’on puisse décider si cet élément pourra étre utilisé dans leur 
classification. Nous pouvons remarquer ici cependant que le noyau 
des bactéries contient considérablement moins d’ADN que le noyau 
des Mammiféres par exemple. Déja, en 1949, Boivin, R. et C. 
Vendrely [44] avaient calculé que le noyau bactérien doit contenir 
cent 4 mille fois moins d’ADN que le noyau de homme. Cette 
évalualion semble done étre tout a fait valable. Cette valeur 
s’abaisse encore si l’on passe aux virus: Cohen et Arbo- 
gast [45] ont calculé qu'une particule de bactériophage T2r 
contenait 0,36 x LO-* mg et une particule de bactériophage T6r 
0,34 x 10-" mg, ce qui représente beaucoup moins que les 
teneurs trouvées chez les bactéries. Des valeurs de Vordre de 
0,007 x 10—* mg ont été trouvées pour le virus de la erippe 
et le virus du papillome du lapim. Ici donc, lorsqu’on passe des 
étres supéricurs aux bactéries et des bactéries aux virus, la sim- 
plification du stock génique est reflétée neltement par |a dimi- 
nution de la teneur en ADN par noyau. 


DoNNEES ANALYTIOUES sUR L’ADN. — Nous avons vu plus 
ee que les travaux de Chargaff et coll., sur un grand nombre 
d’échantillons d’?ADN provenant des espéces animales les plus 
variées ot méme de matériel végétal, avaient mis en évidence 
un rapport caractéristique des bases puriques et pyrimidiques 
entre elles, a Vintérieur d’une méme espéce. Chez les bactéries, 
on a pu vérifier également que le rapport entre bases de méme 
type dans les différents ADN semblent indépendant du milieu 
de culture ou de la température (Smith et Wyatt [70], Reddi [63), 
ki Yong Lee, Wahl ect Barbu /[39]). Ce rapport est également 
le méme quel que soit Je procédé d’isolement, procédé utilisant 
le lysozyme par lequel on peut recueillir quantitativement PADN, 
ou procédé par broyage qui n’extrait qu’une partie de PADN [89]. 

On peut done admeltre que ces rapports sont suscepubles de 
earactériser une espéce donnée de bactérie. Nous avons conslat¢ 
que chez les étres supérieurs, les rapports entre adénine/guanine, 
cytosine/thymine variaient Iégérement suivant les espéces, mais 
étaient toujours supérieurs a Vunité, C’est le type AT d’ADN 
a prédominance d’adénine et de thymine qui caractérise les étres 
supéricurs. Chez les microorganismes, il en est autrement : on 
peut en effet trouver parmi eux des especes 4 ADN de type GC, 
ot la guanine ct la cytosine prédominent, par exemple Serratia 
marcescens dont les rapports adénine/guanine et thymine/cytosine 
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sont respectivement 0,76 et 0,63, Mycobacterium tuberculosis ou 
ces rapports sont de 0,62 et 0,58 [84]. Un travail récent de Ki 
Yong Lee, Wahl et Barbu [89] a été effectué sur un nombre 
considérable d’espéeces de microorganismes et permet enfin d’entre- 
voir un lien entre les données analytiques et la classification des 
hactéries. En effet, ies résultats de ces auteurs, portant sur 
60 souches, font appanaitre plusieurs points trés précis (tableau V). 

1° ‘Le rapport adénine + thymine/guanine + cytosine est bien 
constant par espéce, aux erreurs d’expérience prés, qu il s’agisse 
de souches natives ou de mutants sélectionnés. 

2° D’autre part, ces auteurs constatent que chez la plupart des 
espéces appartenant au méme genre de la classification de 
Bergey [9] le rapport est du méme ordre de grandeur. Quelques 
exceptions semblent particuliérement intéressantes ; ainsi, Micro- 
coccus lysodeikticus a un rapport de 0,4, extrémement différent 
de celui des autres espéces de Micrococcus examinées qui est de 
2 environ. Or Prévot [64] classe Micrococcus lysodeikticus dans 
un genre et méme dans une tribu différente, celle des Sarcines. 
Comme le rapport trouvé pour les Sarcines est comparable A 
celui trouvé pour Micrococcus lysodetkticus, ces résultats parlent 
en faveur de Vopinion de Prévot. 

3° Enfin dans chaque famille certains genres ont des valeurs 
trés proches, d’autres ont des valeurs trés éloignées. Ainsi dans 
le genre Diplococcus, Diplococcus pneumoniae a un rapport de 
1,6 (Daly et coll. [17}), alors que deux autres genres décrils par 
Prévot [64] et que Bergey [9] rattache a la méme famille : Rami- 
bactertum ramosum et Bifidibacterium bifidum, ont respective- 
ment un rapport de 2,32 et 0,74. 

In définitive, la valeur du rapport A+ T/G + C qui s’étale 
entre 0,4 et 2,7 parait done effectivement étre un caractére Sié 
i Vespéce et peut représenter un critére supplémentaire de valeur 
pour une classification en genre. 

_ Enfin Ki Yong Lee, Wahl et Barbu signalent que le caractére 
Gram ne parait pas en relation directe avec la valeur du rapport, 
de méme que le caractére aérobic ou anaérobie des bactéries. 

Ainsi étude de ’ ADN des bactéries et du rapport de ses bases 
peut devenir une donnée utile dans la classification. Nous ne pou- 
vons rien ajouter au sujet des désoxyribonucléoprotéines bacté- 
viennes, En effet, on n’a jamais pu les isoler, soit que ces nucléo- 
protéines n’existent pas, soit que leur extréme labilité les améne 
a se dissocier dés la mort de la bactérie. Belozersky et ses colla- 
borateurs [8], en se basant sur les résultats de dosages d’acides 
aminés basiques chez les bactéries, concluaient a l’absence de 


protéines de caractére basique (protamines et histones) chez les 
bactéries. 


Tasteau VY. — Contenu en bases puriques et pyrimidiques 
des acides désoxyribonucléiques des bactéries. 


Matériel 


Neisseria gonorrhoeae 
Neisseria meningitidis 
Salmonella typhimurium 
Salmonella enteritidis 
Salmonella enteritidis 
résistante au phage D4 
» Salmonella paratyphi A 
Salmonella gallinarum 
Shigella paradysenteriae 
Flemer Yg RO 
Shigella paradySgnteriae 
Flexmer Yg R 


Microcotcus pyog. Oxf. 
n oI 


w " 1149 
n " 145 
pete " m 320 
Strep. pyog. (gr. A) 
n zymogenes (gr. D) 
Lu faecalis (gr. D) 
B. cereus alesti 
B. cereus hos 


B. cereus alesti (mutant) 
(3léme passage soude) 

B. cereus alesti (mutant) 

B. thuringiensis amer. 

Pasteurella aviseptica 

Pasteurella boviseptica 

Proteus vulgaris 

B. megatherium 

B. subtilis 

Vibrio cholerae 


Me. lysodeikticus 
Sarcina flava 
Sarcina lutea 
Pseudomonas tabaci 
" aerugin. S I 


Rr " 9W 
" n A 22 
oi ie 2e W 
" fluorescens 


Agrobact. tumefaciens 
(non tumerogéne) 
Agrobact. tumefaciens 
Serratia marcescens 
Aerobacter aerogenes 
Corynebact. diphtheriae 


| 

Welchia perfring. (Fred) 36,9 36,3 14,0 12,8 2,7 + 
Ramibacterium ramosum 55,1 34,8 14,9 15,2 2,52 e 
Plectridium saprogenes 34,7 55,0 16,0 14,3 2,30 a 
Ristella clostridiformis 34,4 34,4 Albay ss} 15,4 2,20 - 
Fusiformis fusiformis 34,8 33,7 sysff 15,8 By Lt - 
Clostr. valerianicum 35,1 35,1 1632 allayys} Eels o 
Clostr. bifermentans 34,0 33,5 MA@ 5 2,08 ap 
Strep. foetidus yonuh 34,5 16,8 16,8 Seley + 
Micr. asaccharolyticus SLs 34,7 18,8 15,3 Ue EI + 
Veillonella parvula | coulis 31,8 18,5 18,0 be fee - 
Ristel. insolit. NI. 12 29,3 29,5 20,7 20,5 1,43 - 

n n eS eme pave || Saya |! espe |) Bona 1) eel o 
Corynebacterium acnes 26,5 25,8 21,1 adie 1,08 ot: 
Bifidibact. bifidum 21,9 20,5 28,3 29,5 one cf 
Corynebacterium parvum 21,5 20,3 29,8 ae 0,72 + 
Fusiformis polymorphus 20, 7 20,4 29,9 29,0 0,70 - 
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4° Les vores L. — Il nous reste a envisager maintenant Je 
probleme des formes L des bactéries dont la nature et la signi- 
fication restent encore un sujet de controverse pour les spécia- 
listes de la question et dont l’existence, en marge des bactéries 
normales, permet d’envisager d’une maniére nouvelle différents 
aspects de la biologie bactérienne, et en particulier de la patho- 
logie, de Ja taxonomie et de la filialion éventuelle entre Jes 
bactéries et les virus. Les grands spécialistes de Vétude des 
formes I, sont peu nombreux au monde : ce sont en Angleterre 
Klieneberger-Nobel, en Amérique Dienes et en France Tulasne. 


Que sont les formes L? Ce sont des variantes stables des 
bactéries qui different profondément des germes qui leur ont 
donné naissance par leur morphologie, leur cycle évolutif et leurs 
propriétés biologiques et qui présentent, quel que soit le type de 
bactéries dont elles sont issues, une ressemblance frappante a 
lous égards avec les organismes du type de la péripneumonie des 
bovidés et des organismes qui leur sont assimilés. Comme le 
souligne Tulasne, « les variantes L des bactéries représentent une 
sorle de points communs qui semblent marquer Vunité bacté- 
rienne ». Ces formes apparaissent spontanément sous I influence 
d’actions nocives, ou expérimentalement par induction avec des 
substances chimiques. L’action des antibioliques permet de plus 
de les isoler facilement des formes normales, car elles sont résis- 
iantes 4 certains d’entre eux. 


C’est en 1935 que Nheneberger-Nobel (44), du Lister Institute, 
observa pour la premiére fois dans des cultures de Haverhillia 
moniliformis wn organisme inconnu, dont les dimensions, la mor- 
phologie et la forme des colonies différaient totalement de celles 
de Haverhillia moniliformis, mais présentaient par contre tous les 
caracléres des microbes de la péripneumonie des bovidés et de 
Pagalaxie contagieuse des chévres et des moutons. Elle leur donna 
le nom d’organismes L (Lister) qui leur est resté. C’étaient, 
comme devait le démontrer Dienes |22], des variantes de Haver- 
hillia moniliformis. Ces formes furent bientot observées chez 
fk. coli, Haemophilus influenzae et parainfluenzae, Flavobacte- 
rium et Spherophorus funduliformis (Dienes [23, 25}), puis chez 
les cocci : gonocoques (Dienes [24], Tulasne [73}), streptocoques 
(Dienes [29]), chez des bacilles aérobies non sporulés : Proteus, 
Salmonella, diverses Shigella (Dienes {22, 28, 26, 27], Tulasne (74), 
Lavillaureix 48}), des vibrions (Minck (53}), des bacilles anaéro- 
bies : Spherophorus funduliformis, Plectridium tetani (Dienes [28}). 

C'est la pénicilline (Pierce [60]) qui est actuellement la substance 
Ja plus utilisée pour provoquer chez les bactéries la production 
de formes L, mais d’autres facteurs peuvent aussi inlervenir, En 
général, tout agent nocif capable de provoquer l’apparition de 
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formes géantes 4 partir de bactéries semble pouvoir détermincr 
dans certaines conditions la transformation L compléte, que ce 
soit l’accumulation dans les cultures de déchets métaboliques, 
les hautes concentrations de glycine, la carboxylméthoxylamine, 
les acides aminés comme la DL-méthionine, le complexe anticorps- 
alexine, etc. 

Tulasne [74] a décrit de facon compléte les divers processus 
de la transformation L. Cet auteur distingue un cycle L prépa- 
ratoire durant lequel la réversion des formes L vers la forme 
bactérienne normale est encore possible, puis la fixation défini- 
live de la forme L. 

Le cycle préparatoire comprend |’évolution des formes bacté- 
riennes normales vers des formes géantes, des boules pouvant 
attendre 15 a 25 uw de diamétre, et donnant naissance A des 
formes naines de 200 & 300 mu de diamétre qui sont susceptibles 
de redevenir des formes normales si laction nocive ayant déter- 
miné la transformation disparail. 

La forme géante a un cytoplasme visqueux, sans enveloppe 
organisée et dans lequel s’agitent de nombreuses granulations 
trés petites qui sont riches en ADN. Ces granulations sont lbé- 
rées dans le milieu par éclatement des parois de la forme géante 
et deviennent des formes naines. Ces formes naines se repro- 
duisent de facon complexe en se transformant en forme géantes 
qui donneront a leur tour des formes naines. Si les conditions 
défavorables a la végétation des bactéries persistent assez long- 
temps, la réversion des formes 'L vers les formes bactériennes 
normales devient impossible. La soudaineté de ce processus de 
« fixation » des formes L dans un état irréversible améne Tulasne 
4 le considérer comme analogue a un phénoméne de mutation. 

En ce qui concerne leur constituuion antigénique, les formes 1 
semblent posséder dans ensemble les mémes facteurs somatiques 
que les formes normales correspondantes. Cependant les propor- 
tions relatives de ces facteurs, leur quantité totale, doivent différer 
chez les formes naines, certains de ces facteurs peuvent méme 
manquer totalement chez ces dermiéres. Tulasne {73] a constaté 
chez certains Proteus que l’antigene H bactérien avait disparu 
dans les formes L. 

L’équipement enzymatique des formes L est a peu prés le méme 
que celui des formes normales, mais les réactions diastasiques 
sont sont alors plus faibles et plus lentes a déclencher. Enfin 
le pouvoir pathogéne des formes L est, pour la plupart d’entre 
elles, faible ou nul. 

Minck et Fruhling [54] ont pu provoquer par inoculation sous- 
cutanée ou miéux intracutanée de formes L des lésions locales 
se présentant comme des abcés torpides tout 4 fait particuliers 
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dont le centre est rempli d’un magma caséeux bourré de granu- 
iations hasophiles. Ces granulatious sont-elles des formes naines 2 
On ne saurait lVaffirmer, car l’ensemencement du pus ne donne 
lieu 4 aucune culture. Tulasne a oblenu des abcés du méme type 
par inoculation intratesticulaire. 

Cependant, on ne doit pas généraliser la notion de perte totale 
de virulence des bactéries aprés leur passage 4 la forme L, car 
Lavillaureix [47] a découvert des souches de formes L issues d'un 
vibrion des eaux et qui, fixées de fagon irréversible depuis pres 
de quatre ans, se montrent hautement pathogénes et provoquent 
la mort des animaux (souris, lapin) par inoculation. On peut les 
retrouver dans les cadavres des animaux et les isoler par culture. 

Du point de vue biochimique, nous avons pu montrer avec 
Tulasne [79] que les formes L différent des bactéries dont elles 
sont issues par une richesse considérable en lipides complexes. 
D’autre part, la teneur en ADN des formes L est supérieure a !a 
leneur en ARN, alors que chez Jes bactéries TARN se trouve 
toujours en quantité supérieure. Ceci est évidemment en rapport 
avec la réduction considérable du cytoplasme des formes naines 
qui sont presque réduites a l’état de noyau. Il importe d’ailleurs 
de souligner que les dosages sur les formes L ne sauraient étre 
d'une précision absolue. En effet, ces organismes, trés instables, 
veuvent libérer une partie de leur substance au cours de la 
récolte et des lavages qu’on doit leur faire subir. Les dosages 
peuvent donc varier suivant la méthode utilisée pour recueillir 
ces formes. Cependant nos dosages portant sur plusieurs récoltes 
ont indiqué chaque fois les rapports que nous avons signalés. 

Voici done comment se présentent ces mystérieuses formes L. 
Les grandes similitudes qu’el'es offrent avec les microbes du type 
de Ja péripneumonie des bovidés (PPLO) ont amené certains 
auteurs 4 concevoir que ces PPLO pourraient représenter des 
formes L fixées de bactéries banales ou non identifiées. En effet, 
les PPLO comme les formes L présentent des formes naines et 
des formes globuleuses subissant un cycle évolutif typique tel 
que nous l’avons décrit ci-dessus. On peut en effet imaginer 
que les PPLO apparus dans Vorganisme humain ne seraient 
autres que des formes L fixées dont la formation a partir de 
bactéries aurait été provoquée par une thérapeutique maladroite 
ou insuffisante par les antibiotiques par exemple. Ce point est 
évidemment irés important a fixer du point de vue de la patho- 
logte et, d’autre part, sur le plan de la biologie générale, on 
pourrait considérer ces PPLO comme un maillon d’une chaine 
évolutive conduisant des bactéries aux virus par simplification et 
dégradation. 

Tulasne est fortement partisan du rattachement des PPLO aux 
formes L fixées. Ses arguments portent sur la remarquable simi- 


LA NOTION D’ESPECE ET LA BIOCHIMIE 163 


litude morphologique de ces deux organismes. Cependant, 
Kheneberger-Nobel [42] souligne certaines différences morpho- 
logiques et métaboliques qui parlent en faveur de l’autonomie 
des PPLO qui constitueraient bien, selon elle, une classe parti- 
culiére de microbes. 

Que les formes L soient assimilables ou non aux PPLO, elles 
constituent de toute fagon un sujet d’étude passionnant, un peu 
en marge de la bactériologie classique. On peut les considérer 
comme des formes de résistance bactérienne vis-a-vis de certains 
agents nocifs. 

Notons en outre que, comme l’ont montré Smith [69], Prévot 
et Raynaud [62] et Stempen [71], les formes géantes peuvent 
résulter de la fusion de deux bactéries, il y a ‘done possibilité 
de recombinaisons géniques dans ces conditions. Klieneberger- 
Nobel [40] considére en effet le cycle L comme un _ processus 
de régénération impliquant probablement des recombinaisons 
géniques. Mais il ne s’agit la encore que d’une hypothése. 

D’autre part, la simplification considérable de la forme naine, 
qui n’est pratiquement qu’un minuscule appareil nucléaire revétu 
de trés peu de cytoplasme, démontre qu'il doit exister chez Ja 
bactérie normale une sorte de polyploidie plus ou moins accen- 
tuée, puisque l’appareil nucléaire de la cellule bactérienne est 
souvent bien plus gros que la forme naine, qui pourtant contient 
tout l’équipement génique nécessaire A la bactérie normale. 

Récemment, Tulasne et Lavillaureix [75] ont découvert dans 
des cultures de vibrions soumises a diverses influences des colo- 
nies de formes géantes (8 a 20 w) pures définitivement fixées. 
Ces formes se multiplient par division indirecte sans apparition 
de formes granulaires. ‘Leur signification est encore indéterminée. 


Au cours de cet exposé nous nous sommes efforcé de recher- 
cher comment les données biochimiques nouvelles concernant 
principalement les acides nuc!éiques et leur complexe proltéique 
peuvent contribuer a éciairer la notion d’espéce et s’intégrer a 
la masse importante des critéres déja établis. On nous pardon- 
nera cette limitation du sujet au domaine des acides nucléiques 
dont J’intérét ne fait que grandir a l’heure actuelle et qui ont 
toujours représenté pour nous un sujet d’étude essenticl. Il est 
évident que les données que nous avons expos¢ées sont encore 
bien fragmentaires ; le plus souvent, le chemin est a peine indiqué, 
presque pas exploré, dans le domaine des bactéries. Mais les 
points déja établis dans celui des étres supérieurs doivent orienter 
les recherches d’une facon assez sare. Les progrés de la cyto- 
chimie, l'étude de la teneur en ADN par noyau des cellules, 
"étude analytique fine de cet ADN par chromatographie, tous 
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ces aspects relalivement récents de la biochimie peuvent et doivent 
apporter leur contribution 4 la notion d’espéce, et, lorsque enfin 
la nature semble se complaire a créer des monstres comme les 
formes L, si différentes des formes bactériennes classiques, ce 
n’est peut-élre pas uniquement pour nous irriter par des énigmes, 
mais peut-étre pour nous montrer un des chemins qu’a pu sulvre 
Vévolution des microorganismes. 


SUMMARY 


THE NOTION OF SPECIES STUDIED IN THE LIGHT OF SOME RECENT 
BIOCHEMICAL DATA. Ine L CYCLE. 


In recent years, taxonomic studies on higher organisms have 
been based on desoxyribonucleic acid contained in their cellular 
nuclei. The comparative study of the proportions of nitrogen 
constituents (purine and pyrimidin bases) of nucleic acids from 
different species also yield very interesting data. 

In the present paper, the importance of such studies on bacte- 
rial DNA for the classification of microorganisms is discussed. 

The L forms of bacteria and their likeness with the bovine peri- 
pneumonia organisms constitute a problem of classification which 
is not yet solved. 
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Apres Vimpression de ce mémoire nous avons eu connaissance du 
travail de Belozersky (in The origine of life on the Earth, Moscou, 1957) 
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LADN hbactérien. 


LA NOTION D’ESPECE 
APRES LES RECHERCHES RECENTES 
DE GENETIQUE BACTERIENNE 


par Pierre SCHAEFFER. 


(Service de Physiologie microbienne, 
Institut Pasteur, Paris) 


Alors que le nombre des combinaisons géniques possibles a été 
estimé par Wright [4] étre de l’ordre de 10'™, celui des espéces 
animales et végétales existantes est infime, relativement, puisqu’il 
n’est au total que de quelques millions (Dol oyzhanski [2]). L’im- 
mense majorité des combinaisons géniques qui ont da se former 
au cours des Ages ont done été éliminées par la sélection natu- 
relle, et seules ont subsisté celles, trés rares, qui représentaient 
Vajustement le meilleur aux différentes conditions de vie. En 
d’autres termes, seuls quelques « pics adaptatifs » (Dobzhanski [2]), 
c’esl-a-dire quelques biotypes, ont subsisté, qui étaient les mieux 
adaptés aux niches écologiques existantes. Il en résulte que les 
biotypes actuels different les uns des autres de facon discontinue, 
et se prétent donc a classification. Ces considérations sont égale- 
ment valables, que les organismes considérés se reproduisent de 
facon végétative ou sexuée. 

Lorsqu’il s’agit, comme c’est le cas le plus souvent, d’orga- 
nismes a reproduction biparentale, le maintien des biotypes exige 
qu’il ne se produise pas — ou pas habituellement -— de croise- 
ments intertypes fertiles. Sinon, toutes les combinaisons géniques 
contre-séleclionnées au cours de lévolution réapparaitraient en 
quelques générations, formant un spectre continu de formes inter- 
médiaires monstreuses. 

Ayant ainsi, par |’évocation de visions d’apocalypse, reconnu 
la nécessité de Visolement génétique pour la formation et Je 
maintien des biotypes, nous voici préparés 4 accepter la défini- 
tion génétique de l’espéce : une espéce est un groupe de popula- 
tions naturelles, dont les individus peuvent se croiser entre eux, 
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mais non avee ceux d'autres populations semblables (1) (Mayr [3)). 
Grace a cette définition, accord des systématiciens se réalise 
bien plus aisément pour reconnaitre et délimiter une espéce, que 
lorsquil s’agit d’un genre, d’une famille, ou de toute autre caté- 
gorie syslémalique ; sa définition fait de Vespéce la calégorie 
fondamentale de la classification des organismes a reproduction 
biparentale. Cette catégorie, cependant, perd sa signification dans 
le cas des organismes A reproduction végétative ; la seule unité 
possible de classification est alors le clone, qui moffre aucune 
facilité particuliére de reconnaissance. 

Les criteres g@énéliques, indispensables a la définition de 
lespéce, ont fait jusqu’a une date récente totalement défaut en 
bactériologie. Les systemes de classification des bactéries ont 
done di se passer d’une définition de l’espéce bactérienne. IIs 
ne peuvent dés lors prélendre étre que des instruments pratiques 
d’identification, permettant de grouper les bactéries d’aprés leurs 
caractéres écologiques, morphologiques, biochimiques, sérolo- 
giques et pathogénes. L’identification est possible en général, car 
ces caractéres sont généralement groupés de facgon relativement 
stable. Cette maniére de faire, justifiée empiriquement, l’est aussi 
pratiquement, puisque |’épidémiologiste, par exemple, se trouve 
aux prises avec des problémes quotidiens, dont l’urgence ne 
permet pas d’attendre |’élaboration problématique d’une_ classi- 
fication biologique des bactéries. Aucune confusion n’aurait pu 
se faire jour, si les auteurs des clés dichotomiques didentifica- 
lion avaient parlé de groupes et de sous-groupes bactériens, en 
évitant de prononcer le nom d’espéce, dont ils ne pouvaient jus- 
lifier ]’emploi. 

Depuis quelques années des phénoménes de transfert de maié- 
riel génétique de bactérie a hactérie ont été découverts. Etudiés 
d’abord entre individus porteurs du méme nom, ils ont récem- 
ment été décelés entre individus porteurs de noms différents. 
Loin de remettre en question l’existence de groupes taxonomiques 
chez les bactéries, cette découverte met simplement et cradment 
en lumiére ce qui n’aurait jamais da cesser d’étre l’évidence, 
a savoir : que les « espéces » des bactériologistes, si elles sont 
des unités valables de classification, ne sont pas des espéces au 
sens biologique du mot. Lorsque l’on constate que, comme nous 
le verrons, Escherichia coli peut se croiser avec Shigella dysen- 
tertae, et donner naissance a une descendance dans laquelle les 
caracteres parentaux sont recombinés, la signification la plus 
immédiate du phénoméne est que les deux organismes progéni- 


(1) Cette définition confond sciemment, dans un but de simplifica- 
tion, J’espéce et le syngaméon. Le lecteur qui ne se satisferait pas de 
cette simplification est renvoyé au livre de Dobzhanski déja cité. 
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leurs appartiennent a une seule et méme espéce, au sens _biolo- 
gique du terme, dont ils représentent des sous-espéces, types, 
races ou variélés distincets. 

Mais la nomenclature bactérienne est ce qu'elle est; si elle 
doit un jour changer, ce ne sera que sur décision de commissions 
internationales habilitées a cet effet. En attendant, E. coli et Sh. 
dysenleriae sont des « espéces bactériennes » et force est done, 
malgré Je paradoxe, de qualifier un tel croisement d’interspéci- 
fique. C’est du moins [attitude adoptée dans cet article, qui se 
propose de passer en revue les cas de transfert génétique « inter- 
spécifique » connus a ce jour chez les bactéries. Ces transferts 
peuvent s’effectuer par transduction, transformation ou conju- 
gaison, mécanismes dont nous commencerons par rappeler briéve- 
ment les caractéristiques. 


RAPPEL DES CARACTERISTIOQUES ESSENTIELLES 
DES TROIS MECANISMES DE TRANSFERT GENETIOQUE CHEZ LES BACTERIES. 


I. Consucatson. — Découverté par Lederberg et Tatum chez 
certaines souches d’E. coli, la conjugaison requiert le contact 
entre individus bactériens [4]. Pour que ce contact conduise a 
conjugaison, encore faut-il que les protagonistes aient des « pola- 
rités F » (ou sexes) différentes [4, 5]. Le sexe dit F~ se définit 
par le fait que deux individus de ce sexe ne se conjuguent pas. 
Le sexe F'+ est fertile surtout dans ses conjugaisons avec I, 
mais méme alors la fréquence de recombinaison est trés faible 
(10~*). La raison de cette basse fréquence tient au fait que seuls 
de rares mutants, dils Hfr, sont capables, dans une population F+, 
de donner des recombinants par conjugaison avec des hacté- 
ries I*— [6]. Isolées, ces souches Hfr ont, elles, une haute fré- 
quence (Hfr) de recombinaison avec les bactéries F— [7, 5]. Une 
autre particularité surprenante du systeme de polarité sexuelle 
de E. coli tient dans le fait que des bactéries F—.acquicrent le 
caractére F+ par contact avec des bactéries K+ [4, 5]. 

Le mécanisme d’un croisement Hfr x F— consiste en l’injection 
ou transfert d’un chromosome du parent Hfr dans le parent I—, 
qui devient done un zygote. Mais ce transfert est le plus souvent 
incomplet, un fragment seulement du chromosome Hfr étant 
injeclé ; le zygote formé n’est donc diploide que pour les génes 
injectés (mérozygote [8]). Il en résulte que les bactéries recombi- 
nantes auront en majorité les caractéres de leur parent I— [5]. 
Le parent Hfr joue dans le croisement le role actif de donneur 
de certains de ses génes, le parent F'— le réle passif de récepteur. 


II. Transpuction. — Découvert par Zinder et Lederberg chez 
Salmonella typhimurium, ce phénoméne ne nécessite pas Se 
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contact des protagonistes bactériens [9, 40]. Ici encore une bac- 
térie joue le réle de donneur de matériel génétique, l’autre celui 
de récepteur. Mais le matériel transféré l’est par ]’intermédiaire 
d’un bactériophage. 

Le génome de la bactérie donatrice se trouve dans un premier 
temps fragmenté et distribué parmi les phages qui sont libérés 
lors de la lyse ; lorsqu’un phage ainsi produit s’adsorbe, dans 
un second temps, sur une bactérie réceptrice, le fragment de 
génome bactérien qu’il contient est injecté en méme temps que 
son propre matériel génétique. Parmi les bactéries infectées, les 
survivantes sont l’équivalent formel de mérozygotes et dans leur 
descendance apparaitront des bactéries recombinantes tenant cer- 
tains de leurs caractéres (un trés petit nombre) de leur parent 
donneur et la grande majorité de leur parent récepteur. 

La nécessité d’une polarité sexuelle a disparu, elle est rem- 
placée par celle du phage-vecteur. 


II], Transrormation. — Découvert par Griffith chez Diplo- 
coccus pneumoniae, ce phénoméne est aujourd’hui connu chez des 
Hemophilus, Neisseria meningitidis, certains Streptococcus, etc. 
I] requiert lui aussi la lyse du parent donneur, qui peut étre 
effectuée par des agents divers (détergents, pénicilline, etc.). Le 
matériel génétique est libéré en solution, done sous une forme 
sensib'e a la désoxyribonucléase (Avery et coll. [44]). C’est a la 
bactérie réceptrice elle-méme de le prendre dans le milieu, ce 
qu'elle ne peut apparemment faire que lorsqu’elle se trouve dans 
un état physiologique particuler dénommé |’état de compétence. 
Ici encore, la bactérie recombinante héritera la grande majorité 
de ses caracléres de la bactérie réceptrice, et un trés petit nombre 
seulement de son parent donneur. 


IV. Conversion. — I] ne s’agit plus ici d’une recombinaison 
entre deux génémes bactériens, mais de l’apparition de nouveaux 
caractéres bactériens héréditaires, sous |’influence de la lysogé- 
nisation d’une bactérie par un bactériophage. La lysogénisation 
consiste en l’intégration du chromosome bactérien et du matériel 
génétique du phage; ce malériel, une fois intégré, est appelé 
prophage [42]. Le prophage est reproduit a chaque division, 
comme le reste du génome bactérien. Sa présence dans le génodme 
se traduit par acquisition de propriétés nouvelles, dont la plus 
frappante est peut-étre l’immunité de la bactérie lysogéne au 
phage qu’elle héberge sous forme de prophage ; mais elle peut 
aussi affecter (« convertir ») divers caractéres bactériens de facon 
héréditaire. A la différence de la transduction, dans laquelle le 
phage ne joue qu’un réle épisodique de vecteur, la conversion 
est liée a la lysogénisation (bibliographie dans Hartman [43}). 
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Les RECOMBINAISONS INTERSPECIFIQUES DE CARACTERES 
CHEZ LES BACTERIES. 


I. RecoMBINAISON PAR TRANSDUCTION DANS LE GENRE Salmonella. 
— Lianalyse sérologique des Salmonella a montré 1|’existence 
d’antigénes somatiques et flagellaires, dont certains sont communs 
a plusieurs types bactériens ; chaque type est caractérisé, dans 
Ja classification en usage de Kauffmann-White, par une certaine 
combinaison de ces antigénes. Les « espéces » dans le genre 
Salmonella ont déja perdu beaucoup de leur importance pratique 
au profit des sérotypes. 

Or il est possible, par transduction, de modifier la formule anti- 
génique flagellaire d’une Salmonella (Zinder et Lederberg [9)). 
Le nombre déja grand des combinaisons naturelles d’antigénes 
peut, par ce moyen, étre encore augmenlté, des sérotypes nou- 
veaux étant créés par transduction (Lederberg et Edwards [44)). 
Il semble, cependant, que seuls les antigénes flagellaires puissent 
étre transduits. Si la souche réceptrice est monophasique, son 
antigéne flagellaire unique peut étre remplacé par Vantigéne de 
phase 1 de la souche donatrice. Par exemple, sous l’aclion d’un 
certain phage transducteur, produit par S. typhimurium (IV V 
XII.u: 1,2), une souche de S. typhi (IX XII d:—) produit des 
recombinants de formule antigénique IX XII, 1:—, la souche 
transduite restant monophasique. 


Si Pon prend pour récepteur une culture en mélange de phases 
d’une souche diphasique, l’antigéne flagellaire remplacé, dans les 
recombinants produits sous l’action d’un phage transducteur, 
peut étre, soit l’antigéne de phase 1, soit lantigéne de phase 2. 
Par exemple, avec S. typhimurium en mélange de phases comme 
donneur et S. miami (IX XII a: 1,5) en mélange de phases comme 
récepteur, des souches recombinantes sont formées, de formules 
antigéniques IX XIJi:1,5 et IX XIIa:1,2. Il est d’ailleurs 
possible de remplacer les antigénes flagellaires des deux phases, 
mais au prix de deux transductions successives. Dans l’exemp!'e 
ci-dessus, la souche recombinante IX XII 1t:1,2 pourrait s’obtenir 
en retraitant par le méme phage |’un quelconque des recombinants 
obtenus dans la premiére expérience de transduction. Tout se 
passe comme s’il y avait remplacement complet d’un antigéne par 
un autre au cours de Ja transduction. Les caractéres transduits 
sont aussi stables dans la souche recombinante qu’ils |’étaient 
dans le donneur, et bien que des antigénes tels que 1,5, 1,2, 
enzx, etc. soient des mosaiques, ils ont été transmis par trans- 
duction comme des unités. 

La transduction exige l’adsorption du phage sur la bactérie 
réceptrice ; dans les exemples ci-dessus, cette adsorption requé- 
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rait la présence de l’antigéne somatique XII, de sorte que seules 
pouvaient étre transduites les souches appartenant aux groupes 
somatiques A, B et D, possesseurs de cet antigene. Pour trans- 
duire des souches appartenant a d’aulres groupes, le choix d’un 
autre phage s’impose. Les phages Vi, par exemple, sont égale- 
ment transducteurs. Ils ont été utilisés par Baron pour transduire 
des caractéres fermentaires, nutritionnels, ou de résistance a un 
antibiolique de S. typhi a S. paratyphi C et a S. ballerup [45}. 
Mais ce sont les transductions de caractéres antigéniques qui ont 
de beaucoup été les plus ¢tudiées; comme ces caractéres 3e 
prétent mal aux études quantitatives, les fréquences de ces trans- 
duclions ne semblent pas avoir retenu beaucoup l’attention. 


Appendice. — Conversion des caractéres antigéniques soma- 
liques des Salmonella. — Aprés lysogénisation par certains 
phages, des souches de Salmonella se mettent a produire des 
antigénes somatiques qu’elles ne produisaient pas auparavant. 
Iseki et Sakai, qui ont découvert ce phénoméne, l’ont observé 
sur une souche de formule antigénique III X, qui devient III XV 
aprés lysogénisation. Le phage lysogénisant n’a pas besoin de 
provenir d'une baclérie possédant l’antigene XV pour que !e 
phénoméne se produise, ce qui contribue a montrer qu'il ne 
s’agit pas d’une transduction. ‘Le méme phage agissant sur une 
couche de constitution antigénique I III] XIX conduit 4 des bacté- 
ries lysogénes de constitution I II XV XIX. Un autre antigéne 
somatique, l’antigéne I, est acquis aprés lysogénisalion par un 
autre bactériophage. La nature du phénoméne ressort aussi de 
l’étude des effets des antisérums. Une souche produisant ]’anti- 
géne XV, cultivée en présence d’un sérum anti-XV, se met A 
produire l’antigéne X, au lieu de XV. Le mécanisme de cette 
apparente conversion par un anticorps est le suivant: l’anti- 
sérum, préparé par injection a l’animal de bactéries lysogénes, 
contient aussi des anticorps antiphage ; ajouté A une culture de 
bactéries (lysogénes) produisant l’antigéne XV, il neutralise fe 
phage libre, empéche la réinfection, agglutine les bactéries et 
permet ainsi la sélection des rares individus bactériens ayaat 
perdu leur prophage et avec lui leur antigéne XV. II s’agit donc 
du méme phénoméne de conversion, mais observé en sens inverse 
(biblhiographie dans Hartman [48)). 


II, RecoMBinaIsON PAR TRANSFORMATION DANS LE GENRE Hemo- 
philus. — Les études, dans ce cas, n’ont porté que sur un seul 
caractére (la résistance a la streptomycine), l’analyse portant 
principalement sur la fréquence du phénoméne en fonction de 
Vespéce de la souche donatrice (Schaeffer [46], Leidy et coll. [47)). 

Une méme culture compétente d’une souche transformable 
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WH. influenzae est transformée avec des fréquences respective- 
ment égales a 4 x 10-*, 1 x 10-* et 4 x 10-, selon que ie 
donneur est un mutant résistant de H. influenzae, H. parain- 
fluenzae ou H. suis. La possibilité des transformations interspé- 
cifiques démontre l’existence d’une homologie génétique, au moins 
au voisinage du locus « streplomycine », chez les trois espéces 
utilisées. Cette homologie se retrouve lorsque le récepteur est 
H. parainfluenzae [47]; dans tous les cas, c’est toujours la trans- 
formation intraspécifique qui a la fréquence la plus élevée. 

Le nombre des caractéres ainsi transférables d’une espéce 
a l'autre, c’est-a-dire l’étendue de Vhomologie génétique, n’est 
pas connu. Des essais de transfert, de H. parainfluenzae a 
Ai. influenzae, de la faculté de synthétiser ’hématine (qui, réussis, 
auraient signifié une « transspéciation », d’aprés la classification 
actuelle), sont restés infructueux. La cause de cet insuccés. pour- 
rait se trouver dans une délétion chromosomique de H. influenzae, 
incluant Je locus streptomycine, ou dans un contréle polygénique 
de la synthése de Vhématine. 'L’une ect l’autre de ces causes 
possibles seraient en accord avec |’absence constatée de mutation 
de H. influenzae vers une forme synthélisant ’hématine. 

La fixation d’acide nucléique par la culture réceptrice dL. 
influenzae est la méme, que celui-ci provienne d’H. influenzae, 
d’H. parainfluenzae ou de H. suis, ainsi que Vont montré des 
expériences utilisant des acides nucléiques marqués au phosphore 
radioactif [18]. Des fixations inégales ne peuvent donc étre invo- 
quées pour expliquer l’énorme variation de la fréquence de 
transformation avec la nature de la souche donatrice. I] faut 
done rechercher la raison de cette variation, soit dans les diffi- 
cultés d’appariement entre lADN hétéro-spécifique et la struc- 
ture chromosomique de la bactérie réceptrice, soit dans une 
viabilité moindre des bactéries issues de transformations inter- 
spécifiques [19]. Quelle que soit d’ailleurs la raison, si nous 
appelons i le rapport du nombre des bactéries transformées dans 
une réaction interspécifique, au nombre correspondant obtenu 
dans la réaction intraspécifique, les résultats suggérent que la 
valeur de i pourrait étre interprétée comme mesurant la parenté 
entre les deux espéces [16, 17]. La validité de cette interprétation 
serait cependant mise en question par les résultats de MacLeod 
mentionnés ci-dessous. 


HI. RecomBinaIsoN PAR TRANSFORMATION ENTRE Streplococceae. 
-— La résistance A la streptomycine de Diplococcus pneumoniae 
peut étre conférée a certaines souches de Streptococcus viridans, 
ou de S. salivarius par transformation (Bracco et coll. [20'). Dans 
ce cas également, les transformations réciproques s’observent. 
Mais, pour MacLeod et ses collaborateurs, les fréquences de trans- 
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formation dépendraient de trop de variables incontrélées pour 
pouvoir servir de base au calcul d’un indice de parenté entre 
espeéces. 

La résistance spontanée des souches de Streptococcus a l’opto- 
chine contraste avec la sensibilité de D. pneumoniae ; elle s’ob- 
serve si réguliérement, qu’on a proposé de Vutiliser comme un 
critére de diagnostic entre ces deux groupes de bactéries ; elle 
peut cependant étre transmise au pneumocoque par transforma- 
tion [20]. 


IV. RecoMBINAISON PAR TRANSDUCTION ET PAR CONJUGAISON ENTRE 
Enterobacteriaceae. — Des recombinaisons généliques sont pos- 
sibles entre Escherichia coli et diverses espéces de Shigella: 
Sh. dysenteriae, Sh. flexneri et Sh. boydii [Lennox [24], Luria 
et Burrous [22] (2)]. Etant donné l’importance que revét dans la 
classification des Enterobacteriaceae le caractére de fermentation 
du lactose, le résullat le plus frappant est la possibilité de 
conférer a Sh. dysenteriae, par exemple, un caractére Lact 
(faculté d’acidifier le milieu aux dépens du lactose), qu’on ne 
Ya jamais vu acquérir par mutation. Le transfert aux Shigella 
du caractére Lact de E. coli peut cependant s’obtenir, par trans- 
duction et par conjugaison; une f-galactosidase active a été 
extraile des Shigella transduits. Les hybrides Lact acidifient !e 
milieu (pH 4,9) 4 partir du lactose en moins de vingt-quatre 
heures, mais sans formation de gaz. 

Nombreux sont les caractéres que les Shigella peuvent acquérir 
par conjugaison avec FE. coli ; c’est ainsi que des souches Lact 
et Xyl+, ou Rham+, de Sh. dysenteriae, Lact et Arat+ de Sh. 
flexneri, toutes stables, ont pu étre obtenues, bien qu’elles consti- 
tuent officiellement des monstruosités. La multiplicité des carac- 
teres transmissibles de E. coli aux Shigella démontre 1’étendue 
des homologies génétiques existant entre ces deux groupes bacté- 
riens. Les cartes chromosomiques qui commencent a s’élaborer 
montrent la similitude de certains segments chromosomiques dans 
les deux groupes. Parmi les similitudes, il faut aussi signaler 
le fait que les Shigella partagent avec E. coli le méme systéme 
de polarité sexuelle : toutes les souches de Shigella étudiées sont 
F—; il en résulte : 1° qu’elles ne sont fertiles, dans les croise- 
ments avec FE. coli, que si l’on emploie des souches F+ ou Hfr 
de ce dernier ; 2° que les recombinants obtenus ont encore eu 
majorité les caractéres de leur parent Shigella (on présume qu’ils 
en ont le pouvoir pathogéne, mais ce point n’a pas été vérifié). 

Quant aux dissemblances entre les deux groupes bactériens, 


(2) Luria dit aussi avoir essayé des croisements entre E. coli et des 
Salmonella, et entre E. coli et Pasteurella pestis, mais sans succes. 
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qu'il faut bien attendre aussi, elles se traduisent par les deux 
observations suivantes: 1° la fréquence de recombinaison de 
FE. coli + (ou Hfr) avee un Shigella est cent a mille fois plus 
faible qu’avec E. coli F—, et ceci en dépit du fait que la fréquence 
de conjugaison est la méme dans les deux croisements ; 2° tous 
les caractéres du parent E. coli ne passent pas dans les bactéries 
recombinantes : la motilité et la faculté de fermenter le mannitol, 
de produire de Vindole ou de produire des gaz au cours des 
fermentations, ne sont jamais transmises. 


* 
x* 


La confrontation des résultats exposés avec une clé dichoto- 
mique pour diagnostic bactériologique, comme celle de Bergey [23], 
nous aménerait aux constatations suivantes : La transduction inter- 
types chez les Salmonella et la transformation chez Hemophilus 
représentent des cas de recombinaison inlerspécifique a |’intérieur 
d’un méme genre ; la transformation entre Streplococceae repré- 
sente des recombinaisons intergénériques a l’intérieur d’une méme 
tribu ; les conjugaisons et les transductions observées chez les 
Enterobacteriaceae sont des recombinaisons intertribales a linté- 
rieur d’une méme famille. 

Plutét que d’adopter cette conclusion, il semble plus juste de 
conclure a l’imperfection des classifications en usage. 


Discussion. 


Récemment introduite en bactériologie, la génétique peut, en 
mettant en évidence des homologies chromosomiques, participer 
utilement a lélaboration d’une syslématique rationnelle. Elle a 
déja, nous venons de le voir, mis en relief des erreurs de nomen- 
clature ; mais il convient cependant de remarquer que ce sont 
entre des groupes bactériens dont les classifications existantes 
soulignaient déja la parenté, que des recombinaisons inter- 
groupes sont observées. I] fallait s’y attendre, puisque les classi- 
fications sont basées sur des analogies phénotypiques, qui ne 
font le plus souvent qu’exprimer les analogies génétiques. IH 
est cependant remarquable que les systématiciens en soient récem- 
ment arrivés, en dehors de toute considération génétique, 4 bannir 
les termes d’espéce, de genre, etc., comme élant d’un emploi 
non justifié et que, sur la seule étude des phénolypes, des auteurs 
alent pu suggérer par exemple Ja fusion des groupes Shigella et 
Escherichia (Cf. Thibault {24)). 

Les quelques résultats rassemblés dans cet article suggérent 
déja que la nomenclature bactérienne a prodigué des dénomina- 
tions d’espéces, la ott seuls existaient des races ou types diffé- 
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rents ; il est a prévoir que les progrés de la génélique ne laisse- 
ront subsister qu'un nombre restreint d’espéces polytypiques, 
isolées au point de vue génétique. 

A propos de lisolement génétique, il convient de remarquer 
que les phénomeéenes de transduction et de transformation, lors- 
qwils ne sont établis que pour un petit nombre de caractéres, 
révelent des homologies génétiques qui peuvent n’étre que trés 
limilées. Ils ne peuvent done avoir une signification comparable 
a celle de la compatibilité reproductive des organismes sup¢rieurs, 
qui suppose une analogie s’élendant au nombre et 4 l’architecture 
des chromosomes. Alors que, méme chez les organismes supé- 
rieurs, des hybrides d’espéces sont parfois possibles, ce serait 
sans doute commettre une erreur grossiére que d’interpréter 
existence d’une transduction ou d'une transformation entre deux 
groupes bactériens, comme une preuve suffisante d’appartenance 
a la méme espéce. Quant a l’absence constatée de conjugaison 
ou de transformation entre deux groupes, elle est moins décisive 
encore, puisqu’elle peut étre due a des systemes de polarité non 
reconnus, el puisque méme au sein des espéces transformables, 
nombreuses sont les souches qui ne le sont pas. 

La possibilité d’hybridation entre deux groupes bactériens 
pourrait, comme l’ont fait remarquer Lederberg [414] et Luria |22}, 
ne pas créer dans la nature un flux de génes bien important 
entre ces groupes, puisque la multiplication des bactéries par 
vole végélative est indéfiniment possible et puisque les transferts 
généliques inter-groupes, méme lorsqu’on les provoque au labo- 
ratoire dans les conditions optimales, sont des événements rares. 
Des populations bactériennes peuvent donc, sous J’influence des 
mutations, d’occasionnelles recombinaisons et de la_ sélection 
naturelle, évoluer dans des sens divergents, sans que cette diver- 
gence évolutive soit freinée par un important flux de génes : 
ainsi s’expliquerait la polytypie considérable des espéces bacté- 
riennes. 


* 
x * 


Nous remercions vivement le D? S. E. Luria de nous avoir 
communiqué son manuscrit avant publication. 


RESUME. 


Des recombinaisons génétiques sont possibles, par transduction, 
transformation ou conjugaison, entre divers sérotypes de Salmo- 
nella, entre diverses « espéces » d’Hemophilus, entre D. pneu- 
moniae et certains Streptococcus, enfin entre E. coli et divers 
Shigella. Leur existence révéle des homologies génétiques entre 
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groupes hbactériens, dont on sait, dans le dernier cas cité au 
moins, qu’elles inléressent d’assez longs segments de chromo- 
some. Il conviendra sans doute, lorsque les données génétiques 
seront plus nombreuses, que la systématique et la nomenclature 
bactériennes soient modifiées pour tenir compte de ces homolo- 
gies. L’espéce bactérienne, en acquérant une définition génétique. 
finira peut étre par étre autre chose qu’une alliance de mots. 


SUMMARY 
GENETICS AND THE BACTERIAL SPECIES. 


Genetic recombination has been observed to occur between 
serotypes within the genus Salmonella, between « species » 
within the genus Hemophilus, between D. pneumoniae and some 
groups of Streptococcus, and between E. coli and several repre- 
sentalives of the genus Shigella. Genetic homologies, shown in 
one case to extend over a whole segment of the linkage group, 
exist therefore belween various groups of bacteria. The growing 
body of genetic data will probably, in time, make it necessary 
for bacterial taxonomy and nomenclature to take these homologies 
into account. The bacterial species, an arbitrary taxonomic 
category for a long time, might al last acquire some hiological 
meaning. 
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LA NOTION D’ESPECE DANS LE GENRE BRUCELLA 


par Gérard RENOUX. 


(Institut Pasteur de Tunis) 


On sait que, s’agissant des étres vivants supérieurs, les savants 
spécialisés ont souvent de grandes difficultés a déterminer s’il 
convient de considérer que tel ou tel échantillon appartient a une 
espéce nouvelle ou est une variété d’une espéce déja connue. En 
effet, la définition la plus généralement acceptée d’une espéce 
botanique est la suivante : « L’unité de classification est un groupe 
cohérent d’individus similaires, qu’on appelle espéce. Ce terme 
est difficile 4 définir avec précision car une espéce n’est pas une 
entité définie, mais seulement un concept taxonomique » (Hitch- 
cock, 1925). 

L’espéce bactériologique est, en sol, une nolion encore plus 
vague. Comment pourrait-il en étre autrement puisque les micro- 
biologistes ne disposent pas encore des critéres qui permettent 
aux botanistes et aux zoologistes d’étayer les descriptions d’une 
espéce animale ou végétale ? 

En microbiologie, nous n’avons pas ces criléres morpholo- 
giques, sexuels, et de biotope qui sont la base des définitions 
botaniques et zoologiques. En l’élat actuel de la question, nous 
sommes bien obligés de nous contenter de caractéres différentiels 
surtout d’ordre nutritionnel. Nous décidons done qu'une bactérie 
donnée est d’une « espéce » différente d’une autre bactérie, mor- 
phologiquement semblable, parce que la premiére utilise, par 
exemple, le lactose, tandis que la seconde ne l’utilise pas. Ceci 
résulte, évidemment, d’un consentement mutuel, sur lequel nous 
reviendrons, mais ne peut en aucun cas étre considéré comme 
la base d’une classification fondamentalement scientifique. Trans- 
posée a léchelle zoologique, une telle attitude reviendrait a dire 
qu’un Chinois qui se nourrit de poisson et de riz n’appartient 
pas 4 la méme espéce animale qu’un Européen qui se nourrit 
de pain et de beeuf. 

De la méme facon, nous pourrions imaginer un Martien, déten- 
teur d’une classification basée sur nos concepts microbiologiques, 
revenant chez lui aprés un voyage sur la terre et déclarant a 
l’Académie des Sciences de Mars avoir observé dans ses voyages 
de curieux exemples de parasitime : « Il s’agit d’un étre petit, 
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assez ressemblant 4 l’animal parasité, qui suce avec une satisfac- 
tion évidente une sécrétion blanche qu'il oblient par excitation 
de cerlaines parties du corps de Vanimal parasité. Cependant, 
animal parasilé parait trés heureux de cette spoliation qui lui 
est imposée ct se nourrit de divers aliments solides, aux couleurs 
variées. Un tel parasitisme s’observe trés fréquemment sur la 
lerre, chez un grand nombre d’animaux morphologiquement tres 
différents les uns des autres. Je puis dire qu’un tel parasitisme 
est propre aux animaux terriens. Je propose Ja réunion d’une 
commission de classification pour dénommer parasites et hdtes » 
— suivait alors la projection d’un grand nombre de clichés ot 
Jes Terriens n’auraient eu aucune peine 4 reconnaitre une femme, 
une vache, une chienne, etc. allaitant leur enfant. 

Nous devons étre trés conscients du fait que les classifications 
des microbes en espéces et en variétés sont indispensables pour 
la médecine, l’art vétérinaire, Vagriculture ou lindustrie, mais 
que ces classifications n’ont pas les mémes bases scicntifiques 
que la classification des autres étres vivants. 

En J]état actuel de nos connaissances, force est de s’en 
contenter. 

Je l’ai déja dit, cette classification repose sur un consentement 
mutuel. Le fait que j’affirme que tel microbe, avec telles ou telles 
caractéristiques, constitue une « espéce » bactérienne, alors que 
M. X. pense qu'il ne s’agit que d’une variété, ne prouve pas 
que l’un de nous aie tort. Selon le mot de Cowan, la notion 
d’espéce en bactériologie est un caractére aussi subjectif que la 
migraine. Quand je dis que j’ai mal a la téle, nul ne peut affirmer 
que j’ai tort ou raison. 

Pour un grand nombre de microbes, ce consentement mutuel 
de tous les microbiologistes existe et permet & chacun de parler 
le méme langage. 

La définition d’une espéce bhactériologique repose, d’aprés les 
Recommandations du I* Congres International de Microbiologie 
de 1930 et du V° Congrés Botanique International de la méme 
année, sur un certain nombre de bases dont nous voulons rappeler 
Vessentiel : 

1° Chaque sorte de bactérie distincte d’une autre est une 
espéce ; 

2° ‘Les caractéres applicables A la différenciation des espeéces 
doivent montrer une certaine coustance quand ils sont étudiés dans 
ine large série. De plus, ces caractéres doivent montrer une corré- 
Jation avec d’autres caractéristiques constantes. 

A quoi l’on peut ajouter valablement les deux régles suivantes ; 

1° Aucune classification des espéces ne peut étre basée sur le 
choix d’une seule caractéristique ; 


2° Aucune classification microbiologique ne saurail reposer sur 
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le choix de caractéristiques sujettes & mutation simple (Luria, 
1947). 

Ce sera sur ces bases que nous discuterons de la notion d’espéce 
dans le genre Brucella, n’hésitant pas a des répétitions si elles 
nous paraissent utiles a la clarté de l’exposé. Cet exposé ne 
tiendra aucun compte de Br. tularensis ni de Br. bronchisepticus, 
dont la position systématique reste sujette a discussion. Nous 
nous en tiendrons aux Brucella, sensu stricto, agents des brucel- 
loses humaines ou animales. 

Il nous parait utile, pour élayer notre opinion, de passer en 
revue l’essentiel de nos connaissances sur les Brucella. 

Disons-le tout de suite, importance économique de la brucel- 
lose a orienté les recherches surtout vers les applications pra- 
fiques, au détriment des connaissances fondamentales. Peu de 
bactéries découvertes depuis soixante-dix ans, comme les Brucella, 
sont encore aussi mal connues des microbiologistes. 

On le sait, c’est a Bruce, en 1887, que l’on doit Visolement 
» Malte de l’agent responsable de la fiévre méditerranéenne de 
Vhomme et de la chévre. Dix ans plus tard, Bang décrit au 
Danemark le bacille de l’avortement épizootique de la vache, et 
en 1914 Traum découvre aux Etats-Unis, dans des foetus de pore, 
le microbe de Vavortement des truies. 

L’éloignement géographique des découvertes, les espéces ani- 
males hdtes, les descriptions morphologiques des microbes, tout 
contribuait a faire de ces bactéries des espéces différentes. On 
doit a Alice Evans la démonstration, en 1918, de Videntité pro- 
fonde de ces différentes espéces. Cette unité des Brucella fut 
difficilement admise et il fa!lut attendre la confirmation qu’en 
donnérent Meyer et Shaw en 1920 et Et. Burnet en 1923. 

Meyer et Shaw crécrent le genre Brucella. 

Ces auteurs concluent : « lorganisme, agent de la fiévre ondu- 
lante de homme et de la fiévre de Malte des chévres, ne peut 
étre distingué ni morphologiquement, ni biochimiquement de 
Vorganisme responsable de Vavorlement infectieux des animaux 
domestiques ». 

Cependant, étant donnée l’importance pratique — au moins 
apparente — d’une différenciation intraspécifique des Brucella 
(Br. melitensis infecte seulement les chévres et l’homme, Br. 
abortus infecte seulement les vaches et homme, etc. selon les 
idées couramment admises a |’époque), d’innombrables techniques 
furent proposées pour séparer, a l’intérieur du genre Brucella, 
les diverses espéces. 

Grace 4 Huddléson (1921, 1929) nous disposons de techniques 
simples qui font appel au besoin en gaz carbonique, a |’action 
bactériostatique de certains colorants et au dosage semi-quanti- 
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tatif de l’hydrogéne sulfuré dégagé. Ces techniques permettent 
V’identification de la plupart des souches de Brucella et leur clas- 
sificalion en trois « espéces » et une variété: Br. melitensis, 
Br. abortus, Br. suis, avec sa variété danoise, selon le schéma 


suivant (tableau I). 
Tasieau J. 
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Ces méthodes d’identification des Brucella et de classification 
en espéces ne tiennent pas compte du contenu antigénique des 
Brucella. Cependant, dés 1920, Feusier et Meyer avaient établi 
qu’il était possible de séparer en quatre groupes les Brucella, 
selon les résullats des absorptions de sérums spécifiques. 

De nombreux auteurs se sont appliqués a cette étude, avec des 
résultats si variables qu’il ne nous parait pas indispensable de 
les rapporter ici. Ces variations paraissent dues aux difficultés 
qui existaient alors pour distinguer les phases lisses ou rugueuses 
des Brucella. 

Mais Wilson et Miles (1932) établissent, en utilisant unique- 
ment des souches lisses, soigneusement sélectionnées, qu’il est 
possible de préparer des sérums monospécifiques adsorbés utili- 
sables pour Videntification des souches de Brucella. On dispose, 
depuis ces auteurs, de deux sérums : anti-M et anti-A. Brucella 
abortus et Brucella suis sont, un et l’autre, agglutinés par le 
sérum anti-A, Brucella melitensis est agelutiné par le sérum 
anti-M. 

Nous pouvons confirmer que ces sérums monospécifiques 
adsorbés sont, certainement, parmi les plus faciles A préparer. 
Nl suffit de disposer de deux souches, l’une strement Br. abortus, 
Yautre strement Br. melitensis et que ces deux souches soient 
en phase lisse. 

Cependant force est de constater que l’emploi de tels sérums 
est encore limité. A notre connaissance, peu de publications en 
mentionnent l'utilisation. Cet état de fait, croyons-nous, corres- 
pond 4 une certaine forme de « confort intellectuel ». L’étude 
des antigénes des Brucella, s’ajoutant a l identification « huddle- 
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sonienne », aboutit fatalement & reconnaitre l’existence d’autres 
espéces (1), en plus des trois espéces classiques de Brucella ; 
tous les esprils ne sont pas préparés A admettre cetle évidence. 

Parmi ces « espéces » nouvelles, la mieux étudiée est Br. inter- 
media (lenoux, 1952 b) qui posséde les caractéres biochimiques 
de Br, melitensis mais n’est agglutinée que par le sérum anti-A. 

Cette espéce, Br. intermedia, est largement répandue dans le 
monde : Afrique Equatoriale Frangaise, Allemagne, Argentine, 
Autriche, Belgique, Congo belge, Espagne, Etats-Unis d’Amé- 
rique, France, Grande-Bretagne, Gréce, Inde, Israél, Italie, 
Kenya, Pologne, Portugal, Rhodésie, Suisse, Sumatra, Tchéco- 
slovaquie, Tunisie, Turquie, URSS (Bevan, 1930; Zdrodowski et 
coll., 1980; Veazie et Meyer, 1936; Schaff et Rosa, 1940; 
Polding, 1950; Vandepitte et Wiktor, 1951; Huddleson, 1952: 
Renoux, 1952 6 ; Stableforth, 1952; Levi et coll., 1952; Gargani 
et Donnini, 1953 et 1954; Cruickshank, 1954; Burgisser, 1955 ; 
Renoux et coll., 1955; Carrére et coll., 1957; Niznansky, 1957 ; 
Gargani, Benelli et Guerra, 1957). Il existe d’autres types, assez 
répandus, ayant par exemple les caractéres biochimiques de Br. 
abortus el les caractéres sérologiques de Br. melitensis. 

La méconnaissance, volontaire ou non, de |’existence de telles 
« espéces » aboutit soit 4 considérer que lidentification sérolo- 
gique des Brucella est sans valeur, soit 4 dénommer arbitraire- 
ment de telles souches. De ce fait, les uns n’utiliseront jamais 
les épreuves sérologiques pour classer leurs souches de Brucella 
el nieront, ipso facto, l’existence de « types » nouveaux; les 
autres, selon ’humeur du moment ou l’étiquette que porte le 
tube a son arrivée au laboratoire, classeront les souches « thio- 
nine et fuchsine +, séro!ogie abortus » soit comme Br. abortus, 
résistant a la thionine, soit comme Br. melitensis atypique, créant 
ainsi une confusion regrettable. 

Pour éclairer cette situation confuse qui est de fait, 1] nous parait 
utile de passer en revue l'ensemble de nos connaissances actuelles 
sur la morphologie, la composition chimique, antigénique, les 
activités biochimiques et biologiques des Brucella. 

Disons-le tout de suile, la plupart des travaux que nous allons 
énumérer apportent des résultats qui ne peuvent étre acceptés 
que sous caution. En effet, les variations morphologiques des 
colonies de Brucella sont extrémement nombreuses (Huddleson, 
1952, ne décrit-il pas 18 types de colonies de Br. abortus, 34 pour 
Br. suis et 19 pour Br. melitensis ?); elles correspondent a des 
différences biochimiques, antigéniques et de virulence ; cependant 
rares sont les publications qui tiennent compte de ces différences 
et spécifient la phase ot se trouvent les souches étudiées. 


(1) Ou variétés. Ce point sera discuté plus loin. 
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Morpnotocir ves Brucella. 


1° Morphologie microscopique. — Brucella melitensis a primt- 
tivement été décrit par Bruce comme un microbe « rond ou légé- 
rement ovale » accompagné occasionnellement de formes allon- 
eées, et rangé parmi les streptocoques (Streptococcus milelensis 
{sic], Hugues, 1892) ou les microcoques (Micrococcus melitensis, 
Bruce, 1893). Brucella abortus a été décrit par Bang (1897) 
comme un Bacillus, Brucella suis comme un bacille, aussi. Passant 
des diphtéroides au genre Bacterium, par les microcoques ou les 
Alealiyenes, les brucelles, au début de leur reconnaissance, ont 
subi bien des vicissitudes. 

Depuis que A. Evans (1918) a démontré lidentité morpholo- 
eique de melitensis et d’ abortus, accord s’est enfin fat. 

La dimension et la forme des Brucella dépendent largement de 
la souche examinée, de l’Age de la culture et du milieu de culture. 
Il s’agit d’un cocco-bacille, gram négatif, qui a de 0,4 a 2,2 p 
de long et de 0,4 a 0,8 w de large. Il n’est pas possible de séparer 
une « espéce » de Vautre par sa morphologie microscopique, au 
microscope ordinaire. 

Les examens au microscope électronique sont rares, s’agissant 
des Brucella. 

Malfatti et [thurralde (1951) déduisent de examen de 63 sou- 
ches que le microscope électronique permet d’y déceler des 
différences morphologiques ; malheureusement, les neuf clichés 
quils publient n’emportent pas la conviction : on y peut déceler 
un polymorphisme certain, quelle que soit l’espéce représentée 
sur le cliché. Thiele (1955) se borne a montrer l’utilité possible 
de l’emploi du microscope électronique appliqué a l’étude des 
Brucella. 

Huddleson (1940) décrit une capsule pour Br. suis, en phase 
lisse ou intermédiaire. Malgré les confirmations de Mickles (1940) 
et de Forster (1950) qui étendent cette constatation aux autres 
espéces de Brucella, il n’y a pas encore de consentement général 
sur ce point. 

2° Morphologie macroscopique. — On doit a Henry (1933) la 
découverte de la technique qui permet d’étudier la morphologie 
des colonies de Brucella et de séparer les phases lisses, rugueuses, 
intermédiaires, etc. Mingle et Manthei (1941), Braun et Bonestell 
(1947) et surtout Huddleson (1952) ont démontré V’importance 
primordiale de cette méthode, indispensable A toute étude sur 
les Brucella. Les colonies lisses des .espéces de Brucella ont en 
commun les caractéres suivants : translucides, humides ou onc- 
tueuses, colorées de teintes pastel délicates, vert bleu sur la 
marge avec une zone centrale légérement rouge jaune. On ne 
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peut les distinguer les unes des autres que par des nuances fines 
dans leur coloration. Citons ici encore Huddleson (1952, p. 29, 
35 ef 44): 

« Colonial type (S). — Br. abortus... light value of greenish 
blue, with a light value of reddish yellow in the central area. 

« Br. suis light value of greyed green, central area light value 
of yellow, blending into green. 

« Br, melitensis light value of greyed bluish green, central 
area light value of reddish yellow. » 


COMPOSITION CHIMIQUE DES Brucella. 


Il est assez difficile de tirer des conclusions de la composition 
chimique des Brucella. En effet, ou bien les techniques décrites 
u’ont été utilisées que par un seul auteur, ou bien des publications 
traitant de fractions isolées par la méme technique donnent des 
résultats qui ne concordent pas. 

Lisbonne et Monnier (1936) puis Pop et coll. (Pop et coll., 
Damboviceanu et coll., Vanghelovici et coll., 1938) ont étudié 
Vantigéene glucido-lipidopolypeptidique de diverses souches de 
Brucella. Les différences constatées dans les dosages des consti- 
tuants de ces antigénes sont plus importantes d’une_ souche 
a Vautre de la méme espéce, qu’entre les espéces elles-mémes. 
Huddleson et coll. (Huston et coll., 1930; Hershey et coll., 1985 ; 
Pennel et Huddleson, 1937; Stalh et coll., 1939) ont poursuivi 
pendant des années |’étude de constituants chimiques des Brucella. 
Il n’entre. pas dans notre propos d’aujourd’hui de décrire les 
diverses fractions par eux isolées et examinées. Du point de vue 
qui nous intéresse, la comparaison entre les espéces de Brucella, 
ces auteurs n’ont pu trouver dans une espéce un constituant qui 
wexistat point dans les autres. [ls notent, cependant, des diffé- 
rences dans les quantités respectives de ces constituants. 

Les mémes conclusions, c’est-a-dire |’existence dans toutes les 
espéces de Brucella des mémes composants en quantités variables, 
s’appliquent aux analyses chimiques de Doubrovskaia (1951, 
1954). 

CoMPOSITION ANTIGENIQUE DES Brucella. 


Elle repose, en ]’élat actuel, sur le travail classique de Wilson 
et Miles (1932). A partir de 118 souches, ils choisissent 17 souches 
absolument lisses, représentant les trois espéces classiques. Par 
des absorptions croisées des sérums de lapins préparés a partir 
de ces souches, ils concluent que les antigenes contenus dans 
Br. abortus ou dans Br. melitensis sont qualitativement les mémes, 
mais different en quantité. 

Les antigénes A et M sont l’un et l’autre présents a la fois dans 
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Br. melitensis et dans Br. abortus. Dans le premier, l’antigene M 
exisle en plus grande quantité que dans le second tandis que 
Br. abortus contient plus d’antigene A. Il n’est pas possible de 
différencier sérologiquement Br. suis de Br. abortus. Miles (1933) 
confirme ces conclusions, d’aprés des essais utilisant la technique 
des proportions optimums. Wilson (1933) tente, par V’utilisation 
simultanée de toutes les techniques, d’établir une classification 
des Brucella et conclut que les souches frangaises de Br. meli- 
fensis, A lui envoyées par le professeur Lisbonne, sont sérologi- 
quement Br, abortus. 

Silverman et Elberg (1950) essaient de définir les relations entre 
Br. suis et les autres espéces. Utilisant une combinaison de frac- 
tionnement chimique des bactéries et des techniques sérologiques 
quantitatives, ils concluent : 

a) Qu’il existe un antigéne rugueux commun aux trols especes ; 

b) Que le mélange de divers antigénes chez les Brucella est 
démontré ; 

c) Que Br. suis contient moins des divers antigénes que les 
autres espéces ; 

d) Qwil existe, en toute certitude, une relation étroite entre les 
fractions obtenues des trois espéces. 

Renoux et Mahaffey (1955), par des absorptions croisées, éta- 
blissent l’existence : 

a) D’un antigéne « r » commun 4 toutes les souches de Brucella, 
le seul qui existerait dans les formes rugueuses de ces bactéries ; 

b) D’un antigéne « z », également présent dans toutes les 
Brucella et, en grande quantité, dans Br. ovis (Buddle, 1953, 
1956). 

Ces deux antigénes s’ajoutent aux antigénes A et M déja 
connus. Ces mémes auteurs présentent un schéma concentrique 
de répartition des antigénes dans les cellules bactériennes des 
Brucella ; ce schéma concentrique rend compte aisément des 
phénoménes observés. Les diverses « espéces » de Brucella ne 
différent entre elles que par les quantités différentes des divers 
antigénes. Un peu plus tard, Renoux et Amarasinghe (1955 
démontrent que les sérums monospécifiques anti-A ou anti-M 
réagissent sur les mélanges de Br. abortus et Br. melitensis 


comme si ces mélanges ne contenaient qu’une seule espéce, fa 
plus abondante. 


ACTIVITES BIOCHIMIQUES DES Brucella. 


Laissant de cdlé les trés nombreuses publications ou Vaction 
enzymatique d’une seule espéce, voire méme d’une seule souche 
de Brucella a été étudiée, nous nous bornons a ces publications 
oui l’activité de plusieurs espéces de Brucella est passée en revue. 
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Action sur les hydrates de carbone. — Meyer et Shaw (1920) 
ne trouvent aucune activité des Brucella sur aucun des sucres 
étudiés ; aussi les Brucella sont classées dans le genre Alcaligenes 
dans 1’édition de 1923 du Bergey’s Manual. 


Mais Mc Alpine et Slanetz (1928), puis Plastridge et Mc Alpine 
(1980), affirment l’utilisation du glucose par les Brucella. Zobell 
et Meyer (1932) ne trouvent pas de différences d’activité selon 
Yespéce de Brucella, ce que confirme Di Aichelburg (1935) aussi 
bien pour le glucose que pour 17 autres glucides. Sanders et 
Huddleson (1950) vérifient que les trois espéces attaquent le glu- 
cose, amenant un abaissement du pH pendant les premiers jours 
d’incubation. 

Mc Cullough et Beal (1951), utilisant une technique de « resting- 
cells » dans l’appareil de Warburg, démontrent l'utilisation de 
nombreux hydrates de carbone par les trois espéces de Brucella. 

Plus récemment, Pickett et Nelson (1955) déclarent que, par 
Putilisation d’une technique et d’un milieu de base particuliers, 
i! est possible de différencier les espéces de Brucella par leurs 
activités sur l inositol, le maltose, le rhamnose et le tréhalose. 
Nous aurions ainsi l’épreuve qualitative qui séparerait valable- 
ment les espéces de Brucella. Malheureusement, aucune publi- 
cation n’est venue jusqu’ici confirmer ces constatations. D’autre 
part, tous les travailleurs qui se sont succédé depuis deux ans 
dans notre laboratoire ont essayé la méthode de Pickett et Nelson : 
plusieurs centaines d’essais n’ont donné que des résultats négatifs 
ne permettant aucune différenciation. 

Les Brucella ont toutes une réaction de Voges-Proskauer 
négative. 


Réduction des nitrales en nitriles. — Proposée en 1932 par 
Zobell et Meyer, cette réaction n’a pas encore trouvé sa confir- 
mation. 


Dégagement dhydrogéne sulfuré. — Une des techniques de 
base d’identification des Brucella, proposées par Huddleson. 
Cette méthode montre que Br. suis dégage beaucoup de SH, 
Br. abortus moyennement et Br. melitensis peu ou pas. Accordant 
a celte méthode une valeur importante pour la différenciation, 
van Drimmelen (1953) a proposé le nom de Br. melitensis, var. 
karakul, pour ces souches de Br. melitensis qui dégagent une 
quantité importante de SH. Cette dénomination tombe en syno- 
nymie avec Br. melitensis var. lisbonneit que nous avions pro- 
posé en 1952 (Renoux, 1952 c). 


Activité uréasique. — Trop nombreuses sont les publications 
pour qu’il soit possible de Jes citer toutes ici. Toutes sont 
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@’accord pour reconnaitre, que les Brucella ont une intense acti- 
vité uréasique, que Br. suis est le plus actif, Br. abortus le moins 
actif et que Br. melitensis occupe une position intermédiaire. 


Activité lipasique et amylasique (Niznanski et Kremery, 1956). 
— Les Brucella possédent une lipase et une amylase, Certaines 
souches ont une activité plus grande que d’autres. Stastisti- 
quement, Br. suis est le plus riche en lipase. La mesure de ces 
activités cnzymatiques, appliquée a une souche donnée, ne peut 
qu’étre une méthode d’appoint car les variations individuelles 
sont trop grandes. 


Utilisation d’acides aminés. — Gerhardt et coll. (1950), puis 
Cameron et Meyer (1954) ont étudié Vutilisation d’acides aminés 
tels que DL-alanine, glycine, arginine, asparagine, acide giuta- 
mique par les Brucella. Toutes utilisent ces acides aminés dans 
des proportions semblables. 


METHODES DE DIFFERENCIATION Des Brucella. 


Depuis Huddleson, on utilise l’activilé bactériostatique de la 
thionine et de la fuchsine basique pour séparer entre elles les 
espéces de Brucella. 

On le sait, celte différenciation repose uniquement sur la quan- 
uité de colorant contenu dans le milieu : 

1/80 000 de chaque colorant dans le milieu albimi agar, 

1/100 000 dans le milieu tryptose agar, 

1/50 000 dans la gélose au foie et 1/25 000 dans la gélose a la 
pomme de terre. 

I] est nécessaire que le colorant ulilisé soit d'une marque 
déterminée et que les proportions exactes soient vérifiées. Toute 
variation dans la quantité de thionine ou de fuchsine entrainera 
des résultats faux, les Brucella se développant ou étant inhibées 
selon ces variations. 

L’emploi du diéthyl-dithiocarbamate de soude (Renoux, 1952 «) 
permet de différencier les espéces de Brucella selon les anneaux 
(inhibition constatés. La encore une gélose trop ou pas assez 
6paisse, une différence dans la quantité de DEDTC utilisée 
aménent infailliblement des résultats contradictoires. 

Le besoin de CO, pour se développer est un caraclére impor- 
lant de Br, abortus. Cependant, la plupart des souches perdent 
ce caractére aprés quelques repiquages ; ce caractére est d’ordre 
génétique et le taux de mutation de formes qui n’ont pas besoin 
de CO, permet le remplacement rapide. Bien des souches de 


Br. abortus peuvent se développer en l’absence de CO,, dés 
Vorigine. 
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Pouvorr pATHOGENE bes Brucella. 


S’agissant d’un microbe, agent d’une maladie infectieuse, le 
pouvoir pathogéne correspondrait un peu au biotope des animaux 
supérieurs et serait donc d’une aide certaine pour la classification 
de ce microbe. « En fin d’analyse, le seul caractére spécifique 
qui nous reste pour définir un meee pathogéne est son pouvoir 
pathogéne, c’est-a-dire sa virulence » (Ch. Nicolle). 

Or, le premier rapport du Comité aie FAO/OMS de la 
Brucellose (1951) dit : « Bien que Br. abortus infecte en général 
les bovidés, Br. suis les porcins et Br. melitensis les caprins, les 
infections par l’une queleconque de ces trois espéces de Brucella 
peuvent survenir chez tous les animaux domestiques et chez 
homme. » 

Les formes cliniques de la brucellose humaine ou animale 
sont similaires. Les différences de virulence que l’on peut cons- 
tater sont sous la dépendance d’une souche donnée et non pas 
de l’espéce a laquelle e!le appartient. 


De cette revue rapide ressort done Vimpression qu'il n’y 
a pas entre les diverses espéces de Brucella de critéres qui per- 
mettent de les séparer ais¢ément. 

Ainsi la séparation en espéces tranchées des Brucella serait, 
sur le plan scientifique, 4 peu prés le seul exemple connu d’une 
classification qui reposerait strictement et seulement sur l’aspect 
quantitatif des critéres choisis. 

Si nous pouvons démontrer que ces critéres quantilatifs sont 
utilisables, qu’ils permetient une bonne et correcte identification 
des souches de Brucella, il n’y a pas grand mal. Reconnaissant 
implicitement l’imperfection relative de nos méthodes, nous 
aurons, cependant, une classification des Brucella acceptable et 
utile en pratique. Est-ce bien le cas ? 

Comme nous l’avons déja dit, au début de Vhistoire des Bru- 
cella, \’éloignement géographique des découvertes, les especes 
animales-hotes fort différentes, tout cela avait contribué a classer 
ces bactéries fort loin l’une de Vautre, dans des genres différents. 
Evans, Meyer, Burnet avaient démontré plus tard les profondes 
ressemblances qui existaient entre les agents de l’avortement 
épizoolique des vaches, de la fiévre de Malte chez les chévres ct 
celui de l’avortement des truies. Huddleson avait ensuite apporté 
les clés qui permettaient une classification des souches, les élevant 
au rang d’espeéce. 

Cette classification repose, répétons-le, sur : le besoin ou non 
de CO, pour la culture, l’action inhibitrice de la thionine et de !a 
fuchsine basique, le dégagement de SH,. Ajoutons-y l’action des 
sérums monospécifiques adsorbés anti-A et anti-M. 

L’emploi de ces réactifs sépare donc au moins quatre espéces 
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de Brucella: Br. melitensis, Br. abortus, Br. suis (avec la variété 
danoise qui ne dégage pas de SH.) et Br. intermedia. Mais ces 
mémes réactifs, selon le résultat de leur emploi, permettent 
d’élablir 64 schémas différents (Renoux et coll., 1955). Au nom 
de quelle juridiction, pourquoi 3 ou 4 de ces schémas ont-ils seuls 
valeur d’espéce ? 

C’est vraisemblablement grace a l’introduction dans le genre 
Brucella d’une notion nouvelle, celle de la fréquence statistique. 
Alors que pour bien des genres zoologiques botaniques ou micro- 
biens, il est admis de décrire des espéces ou des variétés sur un 
seul échantillon, quand il s’agit de Brucella, il semble bien que 
la fréquence d’un ensemble de caractéres ait été prise en consi- 
dération pour définir les espéces. Seuls, jusqu’ici, 3 des 
64 schémas possibles, les plus communément rencontrés au 
moment ot fut établie la classification actuelle, jouissent du pri- 
vilége de définir des espéces de Brucella. Nous avons tenté d’intro- 
duire un quatriéme schéma, celui de Br. intermedia. 

Sur ces bases, nous nous trouvons en ce qui concerne les 
Brucella, enfermés dans un dilemme : 

ou les schémas d’identification ont une réelle valeur de discri- 
mination intraspécifique et il y a donc autant d’espéces de Bru- 
cella que de schémas possibles ; 

ou l’on considére que ces schémas n’ont qu’une valeur rela- 
tive; on a alors affaire A une seule espéce bactériologique, 
Brucella melitensis, les autres schémas correspondant a autant 
de variétés. 

Les schémas d’identification des Brucella ont-ils une valeur 
fixe ? Nous avons vu, ils reposent tous sur des différences quan- 
titalives. Toutes les Brucella ont en commun les mémes carac- 
téristiques biochimiques, virulentes, antigéniques. 

D’autre part, ces caractéristiques peuvent varier pour une 
souche donnée. Ces variations ont pu ¢étre observées expérimen- 
talement : 


a) In vitro (Lisbonne et coll., 1988; Marr et Wilson, 1950; 
Renoux et coll., 1952; Braun et Oglesby, 1954; Nyieredi, 1954 ; 
Parnas, 1957). Par des artifices simples, on peut obtenir des 
modifications des caractéres « huddlesoniens » des souches de 
Brucella (2). Par exemple, on donnera a Br. abortus laptitude 
a pousser sur milieu a la thionine, l’identifiant ainsi a Br. meli- 
tensis ; Br. melitensis deviendra capable de donner un abondant 
dégagement de SH,, etc. 


(2) Huddleson (1952, p. 14) confirme ces résultats: « Most of the 
strains of Br. suis which the writer has studied can be adapted to grow 
just as well on basic fuchsin agar as on thionin agar... The newly 
acquired growth characteristic remains permanent. » 
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Marr et Wilson ont démontré que le besoin en CO, est 
une aptitude génétique, soumise A mutation (taux de muta- 
tion = 2 x 10-"). Braun et Oglesby, étudiant les souches 
« aberrantes » en présence de colorants inhibiteurs, démontrent 
qu’il s’agit de mutants vrais, préexistant dans la souche d’ori- 
gine : « Des souches typiques de Br. abortus et de Br. suis 
mutent spontanément en résistance aux colorants (thionine et 
fuchsine respectivement) selon un taux moyen de mutation de 
6 x 10—*. La plupart des mutants résistants, et aussi les mutants 
dont les besoins en CO, ont changé, luttent avec succes in vivo 
contre leurs parents typiques ». 


b) In vivo. Comme Braun et Oglesby le disent et le démontrent 
sur le cobaye : « On peut penser que, sous certaines conditions 
de milieu environnant, peut-étre chez certains hdtes, ces types 
aberrants pourraient atteindre une trés haute valeur sélective et 
ainsi remplacer leur parent typique ». Cette hypothése était aussi 
celle soulevée par Wilson (1933) d’aprés les résultats d’identi- 
fication qu’il avait obtenus: « ‘L’isolement de trois souches 
bovines qui réagissent comme melitensis aux épreuves bactério- 
statiques et de dégagement de SH, et comme abortus aux épreuves 
sérologiques suggére, soit que ces animaux ont été infectés par 
des chévres ou des moutons hébergeant le méme type de souche, 
soit que ces vaches ont été infectées par des souches de meli- 
tensis typiques qui ont subi, dans leurs tissus, un changement 
anligénique ». Wilson et Evars (1936) ont réussi, une fois, 
i transformer B. melitensis en Br. abortus par passage 4 une 
vache pleine, tandis que Renoux, Carrére et Quatrefage (1952) 
obtenaient la transformation de Br. abortus en Br. melitensis 
par passage en série au mouton et que Washko et coll. (1951) 
modifiaient Br. abortus en Br. suis par passages au pore. Cette 
derniére expérience est confirmée par Bunnel (1955). 

On objecte que, s’agissant d’expériences in vivo, il subsiste 
toujours le risque d’une contamination accidentelle des animaux 
et que ces résultats ne sauraient s’opposer aux expériences ou 
une souche, ayant conservé tous ses caractéres, se retrouve, 
méme apres plusieurs passages, chez l’animal hdte. A quoi l’on 
peut, avec quelque raison semble-t-il, rétorquer que, puisque le 
taux de mutation est faible (10—°) et qu’il faut que le mutant 
supplante la souche d’origne, il est assez naturel que peu d’expé- 
riences aient pu démontrer de telles transformations. De plus, 
irés peu d’auteurs se sont intéressés a ce probléme, cependant 
primordial, et peu d’essais ont été tentés. La plasticité réelle des 
Brucella permet seule de rendre compte de faits tels que 1’iso- 
lement de Br. suis de liévres naturellement infectés dans des 
régions ou l’infection par cette espéce de Brucella était inconnue 
(Jacotot et Vallée, 1951 a, b et c; Roux et Bouvier, 1946 ; Bou- 
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vier et coll., 1951, 1952, 1954; Burgisser, 1949 ; Renoux, 1957). 
Dans un article courageux, Jacotot et Vallée (1954) attirent 
l’attention sur cette plasticité, en publiant les résultats différents 
d’identification des mémes souches par plusieurs laboratoires. 

Aux expériences in vitro on objecte que la torture subie par 
les microbes ne peut, en aucun cas, ¢tre comparée a ce qul se 
passe dans la nature. 

Or, que se passe-tuil dans la nature ? 


I. Tous les auteurs, plus ou moins explicitement, s’accordent 
4 reconnaitre que les résultats d’identification ne sont pas tou- 
jours semblables quand on les répéte. « De nombreux examens 
des souches, méine aprés plusieurs années de conservation sous 
forme desséchée, donnent presque toujours des résultats iden- 
tiques aux résultats originaux » (Stableforth, 1952). Nous venons 
de rapporter les intéressantes constatations de Jacotot et Vallée 
(1954). 

II. On sait depuis longtemps que, lorsqu’on veut identifier des 
cultures d’une méme souche de Brucella, les résultats seront diffé- 
rents selon qu’on s’adressera 4 des colonies en phase S, SI, M, 
R, etc. Il est nécessaire d’utiliser des souches strement lisses 
pour obtenir des identifications correctes. En ce cas, comment 
identifier A coup str les variants non smooth apparus d’emblée, 
car Berman et coll. (1955) démontrent qu’on peut isoler de tels 
variants purs de l’animal ? 

IIJ. Supposées levées toutes les difficultés ci-dessus énumérées, 
de bonnes techniques étant employées, tous les auteurs constatent 
un certain nombre de souches atypiques ou inclassables. On peut 
résumer en un tableau ces diverses constatations, sans entrer 
dans les détails qui font considérer ces souches comme atypiques 
par les auteurs cités (tableau II). 

Les variations des pourcenlages s’expliquent par le fait que 
tous les auteurs cités n’utilisent pas toutes les techniques. L’omis- 
sion, trop fréquente, des réactions sérologiques diminue évidem- 
ment le nombre des souches aberrantes en ignorant systémati- 
quement toutes les Brucella dont Videntification sérologique ne 
correspond pas a lidentification biochimique. . 

IV. De nombreux auteurs décrivent des souches de Brucella 
dont les caractéres ne correspondent pas a ceux des trois espéces 
habituelles, Br. melitensis, Br. abortus ou Br. suis. Dans une 
publication récente (Renoux et coll., 1955) nous donnons un 
résumé de la plupart des publications relatives a de telles souches. 

Sans entrer & nouveau dans le détail, relevons les caractéres 
les plus fréquemment rencontrés : 

a) Thionine +, fuchsine +, agel. A. C’est Br. intermedia 
dont nous avons déja parlé. 
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b) Thionine —, fuchsine +, CO, + ou —, aggl. M. De telles 
souches, biochimiquement abortus, sérologiquement melitensis, 
sont assez fréquentes. Elles ont été isolées d’humains ou de 


TaBLeau II. 


Auteurs Voubre de Nombre de Pourcentage 
souches examinées souches atypiques 


TAYLOR, LISBONNE et ROMAN 12 
( 1932) 

VEAZIE et MEYER (1936) 

RITA et DELLA VIDA (1951) 

RENOUX (1952) 

SVaBLEFORTH (1952) 

PICKET?, NELSON et LIBERMAN 


(1953) 
CRUICKSHANK (1954) 
GARGANI et DONKINI (1954) 
HORELLI (1954) 
NEGRI et VON LORCH (1955) 


RENOUX, SACQUET et AMARASINGHE 
(1955) 

GARGANI, BENELLI et GUERRA 
(1957) 


(1) En considérant Br. intermedia comme une espéce valable de Brucella. Sinon, 
le nombre de souches atypiques est de 261 sur 364 examinées. Ainsi, le pourcentage 
de souches aberrantes rejoindrait celui de Gargani et coll. (1957). 


bovins (quand la source est connue) en Argentine, Etats-Unis 
d’Amérique, Espagne, France, Grande-Bretagne, Israél, Italie, 
Portugal, U. R. S.S., et étudiées par Veazie et Meyer (1936), 
Wilson (1933), Renoux (1955), Cruickshank (1954). 

c) Thionine +, fuchsine +, CO, +, DEDTC melit., aggl. —. 
Ces souches correspondent aux souches de la maladie génitale des 
ovins en Australie (Simmons et Hall, 1953), Nouvelle-Zélande 
(Buddle et Boyes, 1953) et en Californie (Mc Gowan et Shultz, 
1956). Elles ne sont pas agglutinées par les sérums anti-Brucella 
usuels. Nous avons pu démontrer qu’elles contenaient cependant 
un antigéne « z » commun a toutes les Brucella (Renoux cl 
Mahaffey, 1955). Buddle (1956) a proposé, au moins provisoi- 
rement, le nom de Brucella ovis pour de telles souches qui créent 
naturellement ou expérimentalement chez les animaux une 
maladie tout a fait semblable a la brucellose. 

V. L’absence de consentement général, le refus de suivre une 
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ligne de conduite commune font que des souches de Brucella 
ayant les mémes caractéristiques ont regu des noms différents 
selon le pays ou l’espéce animale ou elles ont été isolées. 


Bevan (1930) isole de vaches en Rhodésie du sud des souches 
qui sont thionine résistantes, n’ont pas besoin de CQ, pour se 
développer. Cet auteur les classe Br. abortus. Cependant rien ne 
les distingue des souches de Br. melilensis, d’origine humaine 
caprine ou bovine, isolées en France, agglutinées par le sérum 
anti-abortus et examinées par Wilson (1933). Le méme type de 
« Br. abortus résistant a la thionine » a été trouvé 4 Sumatra par 
van den Schaff et Rosa (1940), en Inde par Polding (1950), au 
Congo Belge par Vandepitte et Wiktor (1951). Antérieurement, 
Zdrodowski et coll. (1930) écrivent : « Des souches de Br. meli- 
fensis se rencontrent qui ne se différencient presque pas de Br. 
abortus, du moins par la méthode sérologique. Ce dernier type 
de Br. melitensis, non différencié sérologiquement de Br. abortus 
est habituel, par exemple, en Azerbaidjan, quoique les chévres et 
les moutons représentent dans ce pays le réservoir de virus prin- 
cipal pour l’infection humaine. » Plus loin, dans la méme publi- 
cation, nous trouvons : « Le D? V. Makaveisky, de Vitebsk, nous 
a remis une culture de Br. abortus quwil a isolé du sang d’un 
vélérinaire ayant été contaminé par une vache atteinte d’avor- 
tement épizootique. Ce cas s’est produit dans une contrée trés 
éloignée de foyers endémiques de mélitococcie et peut étre inter- 
prété comme un cas d’infection presque expérimentale par Br. 
abortus d’origne bovine. La culture isolée a été examinée a notre 
Institut d’aprés la méthode de J absorption des agglutinines 
(D* H. Brenn). Les résultats obtenus ont été tout a fait inattendus. 
Malgré son origine bovine, la culture a été identifiée aux souches 
étalons de Br. melitensis et en méme temps elle a été trés net- 
tement différenciée des cultures typiques de Br. abortus.» 

Plus récemment, Cruickshank (1954) classe de telles souches, 
selon leur origine géographique : les unes sont Br. melitensis 


agglutination abortus, les autres Br. abortus résistant a !a 
thionine. 


Ce sont des raisons de logique qui nous ont amené a proposer 
pour ce groupe le nom de Br. intermedia. 

Donec, tout ceci laisse l’impression d’une certaine confusion. 
Tout se passe comme si, cédant aux facilités apparentes de la 
seule utilisation pratique, la plupart des auteurs oubliaient les 
régles sur quoi se base une classification bactériologique et la 
séparation en espéces distinctes. 


Nous pensons avoir clairement montré, qu’en l’état actuel de 
nos connaissances, il n’existait aucune preuve de l’existence d’une 
différence qualitative entre les diverses souches de Brucella. 
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Cependant, il existe de nombreuses preuves de la variabilité des 
Brucella. « On note spécialement dans le présent travail que ces 
variations sont souvent liées 4 une localisation géographique 
spéciale, ce qui suggére que les organismes du groupe Brucella 
sont particuli¢rement susceptibles aux changements de milieu. » 
[Wilson (1933)]. Braun et Oglesby (1954) insistent sur le fait que 
« les caractéristiques diagnostiques acceptées sont sujettes & chan- 
gement par mutation spontanée et beaucoup des souches aber- 
rantes qui en résultent possédent une valeur sélective considérable 
in vivo. Par conséquent, ces observations insistent A nouveau sur 
les dangers qu’il y a a utiliser, a des fins taxonomiques, des 
caracléres sujets a des mutations simples et ajoutent du poids 
a Vargument que les espéces actuellement connues de Brucella 
représentent des variétés plutdt que des espéces valables. Cepen- 
dant, d’un point de vue pratique, il peut y avoir quelque utilité 
a conserver les soi-disant espéces de Br. abortus, Br. suis et Br. 
melitensis comme étalons de référence, méme si elles ne repré- 
sentent essentiellement que les biotypes les plus communs d’une 
seule espéce ». 


De tout ce qui précéde on peut tirer les éléments suivants : 


1° Aucune caractéristique connue n’est propre 4 une espéce de 
Brucella, pas méme la fermentation de certains glucides, réaction 
qui n’a pu étre confirmée. 

2° Il est possible d’obtenir expérimentalement des variations 
importantes dans les caractéres d’identification d’une souche. 


3° On a pu constater des variations analogues apparues spon- 
tanément. 


4° On a pu démontrer, au moins pour certains des caractéres 
d’identification, qu’ils étaient soumis 4 mutation simple. 


5° Un grand nombre de souches ne peuvent étre classées, sans 
arbitraire, parmi les « espéces » de Brucella. 


6° Selon l’origine géographique, selon l’espéce animale d’ot 
elle est isolée, on peut voir des souches de Brucella, ayant des 
caractéres identiques, recevoir des dénominations différentes. Un 
méme auteur, dans la méme publication classe des souches ayant 
les caractéres « T +, F +, HS —, CO, —, agglutination A » 
comme étant Br. melitensis, ou Br. abortus thionine résistant, 
selon leur pays d’origine. 

Ainsi, selon la fantaisie qui aurait présidé a l’étiquetage des 
tubes, plusieurs exemplaires d’une méme souche pourraient 
porter des dénominations différentes. Il est clair que c’est une 
attitude peu scientifique que celle qui consiste a classer une 
souche microbienne selon la ville owt 1’on habite. 
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La force de lhabitude est pour beaucoup dans une telle 
altitude. 


7° On peut trouver dans la littérature mention fréquente de 
lypes de Brucella qui ne sont pas encore dénommés. Citons, pour 
ne donner ici encore qu’un seul exemple, les souches « ‘T — F +, 
agglutinées par le sérum anti-M ». De telles souches ont été 
isolées de cas humains ou bovins dans de nombreux pays 
d’Europe, d’Asie, d’Amérique du Nord ou du Sud (Wilson, 
1933; Veazie et Meyer, 1936; Stableforth, 1952; Cruickshank, 
1954 ; Renoux, 1955). Leur nombre est-il suffisant pour que nous 
en fassions une « espéce », une variété de Brucella ou bien 
devons--nous toujours considérer ces souches comme n’étant pas 
lypiques, comme étant inclassables ? 


8° Sur 64 schémas d’identification possibles, 3 seulement 
erace a l’introduction — et seulement dans le passé — de la 
notion de fréquence, caractérisent les espéces. 


9° Aucune différence actuellement connue n’est qualitative. 

Nous nous trouvons done avoir a faire face a une situation 
apparemment embrouillée. Mais le besoin de classification et 
d’ordre fait partie de la nature de homme et nous ne saurions 
nous contenter d’un constat d’impuissance. 

En attendant que d’autres moyens d’investigations — et il s’en 
découvrira certainement — facilitent et permettent une classifi- 
cation stre, il nous est donc indispensable d’adopter une attitude 
logique et pratique. 

Il y a quelques années (Renoux, 1952 c) frappé déja par les 
constatations que nous venons de résumer briévement, nous pro- 
posions de grouper toutes les Brucella en une espéce unique, 
Br. brucei, et que les « espéces » actuelles soient considérées 
comme étant des variétés. Par exemple, l’actuel Br. melitensis 
serait devenu Br. brucei, var. melitensis. Une telle classification 
avait le mérite de simplifier le probleme en permettant de trouver 
une case pour chaque souche atypique (étant sous-entendu que 
de telles souches étaient correctement identifiées). L’acceptation 
par tous de cette classification, malgré le risque de voir appa- 
raitre un grand nombre de variétés comme cela se passe pour les 
Salmonella, revenait 4 insister sur unité profonde de la brucel- 
lose 4 travers tous les hétes que Jes Brucella sont susceptibles 
d’atlaquer. 

J’avais alors commis une erreur de quelque importance : Br. 
brucei tombe en synonymie avec Br. melitensis qui, par droit 
d’antériorité manifeste, est la seule dénomination qui puisse étre 
employée. Cependant, force est de reconnaitre que cette idée a fait 
son chemin et que de nombreux auteurs suivent cette nouvelle 
dénomination dont on reconnait ainsi l’utilité. 
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L’état actuel de la discussion peut étre résumé comme suit : 

1° Si Pon admet, d’une part que les épreuves d’identification 
sont valables, d’autre part que le critere de fréquence est néces- 
saire pour définir une espéce de Brucella, il faut ajouter de nou- 
velles espéces aux especes jusqu’ici reconnues. 

2° Toujours si on admet que les épreuves d’identification sont 
valables, la constatation que des artifices expérimenlaux aient pu 
modifier les caractéres des Brucella améne aA conclure que ces 
hacilles ont une grande plasticilé, done qu il est difficile de 
séparer le genre Brucella en espéces (3). 

3° Enfin, on peut se demander si les techniques employées 
sont suffisamment précises pour justifier Vhabitude de séparer 
les Brucella en espéces distinctes. 

Il y a longtemps déja, A. Evans (1918, 1928, 1925), Meyer et 
Shaw (1920) ect Burnet (1923) concluaient que les souches 
d’abortus et de melitensis ne sont pas des espéces bactériolo- 
giques distinctes mais essentiellement des variélés ou des sous- 
espeéces d’une seule et unique espéce. Opinion reprise par Renoux 
(1952), Renoux et coll. (1952, 1955), Braun et Oglesby (1954). 

In l'état actuel de nos connaissances, les seules attitudes pos- 
sibles, relatives 4 la classification des Brucella, sont : 

1° Tous les caractéres d’identification, qu’ils soient  biochi- 
miques ou sérologiques, sont fixes; ils représentent donc des 
critéres valables. La conséquence logique et inéluctable est qu'il 
y a autant d’espéces de Brucella que de schémas possibles. Le 
fait qu’on sache que mimporte quel « type » de Brucella peut 
étre isolé de n’importe quel animal sensible exclut sans recours 
Vartifice qui consiste a tenir compte de l’espéce animale d’oti la 
souche a été isolée pour donner un nom a celle souche : comment 
faire quand cette origine animale n’est pas connue ? 

2° Seuls certains des caractéres d’identification sont valables ; 
les autres n’auraient qu'une valeur trés relative d’appoint et 
varieraient aisément. Reste alors a désigner les critéres seuls 
valables et utilisables. Une fois cet accord obtenu, il sera facile 
de reclasser les souches de Brucella. Le probleme est justement 
de fixer cette hiérarchie ; il parait bien que les divers auteurs 
ne soient pas encore tout a fait d’accord. Cette hiérarchie une 
fois fixée, nous retombons dans l’hypothése n° 1 ci-dessus : 
i chaque schéma doit correspondre une espéce. 

3° On peut admettre avoir a faire A une espéce unique, Br. 
melilensis, riche en « jordanons ». O’est une hypothése couram- 
ment admise en botanique ou en zoologie. Dans cette hypothése, 


(3) Luria (1947) insiste longuement sur le danger qu’il y a d’utiliser 
4 des fins taxonomiques des caractéres susceptibles d’étre modifiés par 
des mutations simples. 
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autour des caractéres typiques de l’espéce, nous pouvons placer 
toute une série de sous-espéces, variétés ou types qui different 
de l’espece par quelque caractére. Les caractéristiques de l’espéce 
ainsi définie s’expriment dans une phrase de Jordan et Kellogg, 
citée par A. Evans : 

« A series of fully intergrading forms, however, varied at the 
extremes, iS usually regarded as forming a distmet species... If 
we find actual intergradation, the occurrence of specimens inter- 
mediate in structure, the term subspecies is commonly used for 
each of the recognizable groups thus connected. » 

Cette attitude, la plus ancienne, parait celle qui se justifie le 
mieux : n’importe quelle Brucella peut infecter n’importe quelle 
espéce sensible ; il existe un grand nombre d’ « inclassables » ; 
des souches de Br. melitensis isolées d’un grand nombre de pays 
sont agglutinées par le sérum anti-abortus ; nous ne connaissons 
aucun caractére qui soit propre 4 une Brucella donnée ; on pour- 
rait multiplier les exemples, répétant ainsi les faits exposés dans 
le présent travail. 

Toute tentative pour essayer de justifier l’existence de deux ou 
trois espéces seulement de Brucella fournira autant d’ arguments 
pour justifier la création d’autant d’espéces qu’on isolera de 
souches qui, par un ou des caractéres, différeraient du schéma 
admis pour identifier une espéce. 

On a pu et pourra encore soutenir que, pour des raisons pra- 
tiques, il est nécessaire de conserver les espéces habituellement 
admises. Cette opinion est sans valeur réelle. Répétons que, si 
l’on suit cette opinion, une méme souche « T+, F+, agel. A » 
est actuellement classée Br. melitensis, Br. abortus ou Br. inter- 
media suivant celui qui |’étudiera et la ville ot il habite ; de plus, 
Br. melitensis ne serait pas une espéce de Brucella dans plusieurs 
pays ou cette espéce n’est pas, ou rarement isolée. 

Enfin, du point de vue pratique, quelle est Vattitude la meil- 
leure : donner un nom précis & une variété bien caractérisée cu 
se tenir dans le vague d’une dénomination arbitraire attribuée 
& une souche « atypique » ? 

Deux points sont a considérer en microbiologie, quelles que 
soient les bactéries considérées : 

1° Assurer une base solide, eu égard aux connaissances du 
moment, a la détermination et a la classification des bactéries ; 

2° Utiliser ces bases scientifiques a des applications pra- 
tiques (4). 

Le fait de dire qu'il n’y a qu’une espéce de Brucella: Br. 

(4) Le second point découle naturellement du premier. C’est une 


erreur grave que d’essayer d’utiliser le second point A la solution du 
premier ou de faire découler le premier point du second. 
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melitensis, ou tout autre nom qu’on lui voudra donner, et que 
cetle espéce comprend un grand nombre de variétés ou types, 
aurait l’avantage de clarifier une situation passablement em- 
brouillée. 

Cette attitude ne génerait en rien les applications pratiques : 


a) L’identification de « variétés » continuerait a rendre les trés 
grands services qu’elle a donnés jusqu’ici ; 

b) La situation serait plus franche, la détermination de variété 
conserve toule son importance épidémiologique, mais toutes les 
Brucella, puisqu’elles ont les mémes caractéristiques générales, 
porteraient le méme nom. Grace a quoi on ne verrait pas déclarer 
qu’un malade est atteint de brucellose 4 Br. abortus, parce que 
son sérodiagnostic a été fait avec un antigéne abortus, on ne 
verrait pas certains pays déclarer dangereuse la mélitococcie 
(brucellose caprine ou ovine a Br. melitensis) et inoffensive !a 
fiévre ondulante bovine (= due a Br. abortus). 

En 1955, nous concluions : 

« Nous voudrions bien qu’on ne se méprenne pas sur le but du 
présent travail: il ne s’agit ni d’atlaquer des méthodes qui ont 
fait leurs preuves, ni de caresser le vain orgueil de dénommer 
quelques douzaines de nouvelles espéces bactériennes. 

Notre seul but est d’attirer l’attention sur une confusion qui 
s’installe insidieusement dans la classification des Brucelles, de 
poser des questions portant 4 la fois sur la valeur et la hiérarchie 
propres des épreuves jusqu’ici proposées, de demander qu’on se 
melte d’accord sur deux problemes 4 la fois distincts et connexes : 

1° Quelles sont les bases scientifiques qui permettent de diffé- 
rencier les Brucella en espéces distinctes ; par conséquent, quelle 
est la hiérarchie des épreuves d’identification ? 


2° D’aprés ces bases, quelles sont les limites et l’ulilité pratique 
de la différenciation des Brucella ? 

Des réponses qui seront données 4 ces questions dépend, en 
toute certitude, l’évolution de nos connaissances sur les Brucelles, 
par voile de conséquences, l'avenir de la lutte contre la brucel- 
lose. » 

Aujourd’hui, nous pensons pouvoir conclure d’aprés les critéres 
le plus généralement adoptés pour Ja classification des microbes, 


qu’en ce qui concerne les Brucella (et au risque de nous répéter) : 
a) Il n’existe aucun accord sur le choix des épreuves qui per- 
mettraient une discrimination spécifique. Cet accord existerait-il 
que le probleme méme de la définition de lespéce dans le genre 
Brucella subsisterait. 
b) Aucune des caractéristiques connues, chimiques, antigé- 
niques, biochimiques, virulentes, n’est propre 4 une Brucella. 
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c) L'action bactériostatique des colorants et le besoin en COz 
sont sous l’influence de mutations simples. 

d) Il subsiste un trop grand nombre de souches atypiques ou 
aberrantes, étiquetées au gré de chacun. 

¢) Les auteurs qui ont créé le genre Brucella ne reconnaissalent 
qu’une espéce valide, subdivisée en variétés. 

Nous pensons done qu’une classification du genre Brucella 
devrait reposer sur les bases suivantes : 


1° Application des méthodes apportées par Huddleson. Ces 
méthodes ont rendu, et doivent continuer 4 rendre des services 
inestimables. Toute nouvelle technique éventuellement proposée 
devra étre comparée a ces techniques « huddlesoniennes ». 

Nous ne saurions assez répéter & quel point ’emploi, pour la 
classification des Brucella, des méthodes de Huddleson est indis- 
pensable. Rien de ce que nous avons dit sur la notion d’espéce 
dans le genre Brucella ne saurait atténuer l’extréme importance 
pratique, usuelle, de ces techniques d’identification. 


2° Application systémalique, comme pour toutes les autres bac- 
téries, de l’identification sérologique. Nous n’avons pas le droit 
de nous passer délibérément des renseignements d’importance 
primordiale fournis par la constitution antigénique des Brucella. 

‘Le genre Brucella serait ainsi défini : 

Genre Brucella: Meyer et Shaw. 

Petits cocco-bacilles Gram négatifs, non sporulés. Immobiles. 
Développement difficile sur les milieux ordinaires. Peuvent néces- 
siter des milieux de culture spéciaux. Aérobies, ils ne se cultivent 
pas en anaérobiose stricte. Les cultures ne sont souvent possibles 
qu’en présence de CO,. Dans les milieux habituels la fermenta- 
tion des sucres est faible ou absente. Parasites stricts de l’homme 
ce! des animaux, ils y créent des infections caractéristiques. 

Kspéce unique : Brucella melitensis. 

Variétés usuelles : Br. melitensis, var. melitensis (Bruce, 1887) ; 
br, melitensis, var. abortus (Bang, 1897); Br. melitensis, var. 
suis (Traum, 1914); Br. melitensis, var. thomseni, ancien type 
danois (Thomsen, 1931) ; Br. melitensis, var. intermedia (Renoux, 
1952 b) ; Br. melitensis, var. ovis (Buddle, 1956), & quoi pour- 
raient aisément s’ajouter toutes les variétés encore non classées. 

Une telle classification aurait, répétons-le, le mérite de satis- 
faire 4 la fois aux besoins de la nomenclature scientifique et auy 
nécessités de la clinique humaine ou vétérinaire. 

Rappelons-le, ¢’est essentiellement, et selon le mot du manuel 
de Topley et Wilson, pour des « raisons de commodité » que ja 
différenciation des Brucella en espéces avait été admise. II appa- 
rait bien, maintenant, que pour les mémes raisons de commodité 
cette habitude mérite d’étre changée. 
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Lvattitude que nous adoptons permet le plus simplement du 
monde de passer d’une dénomination clinique simple indispen- 
sable au médecin, au vétérinaire ou a l’hygiéniste, 4 une déno- 
mination scientifique plus exacte, tout en sauvegardant la pro- 
fonde unité qui joint entre elles les diverses brucelloses et les 
différentes Brucella. 


RESUME. 


En l’état actuel de nos connaissances, il n’existe aucune carac- 
téristique morphologique, biochimique, antigénique ou de viru- 
lence qui soit propre a une Brucella queleonque. En sens inverse, 
un fort faisceau de présomptions laisse 4 penser que les « espéces » 
actueJlement connues de Brucella ne sont que les biotypes d’une 
espéce unique. 

Fn outre, Vabsence complete d'un agrément général sur fa 
valeur respective des diverses épreuves d’identification des Bru- 
cella aboutit A une réelle confusion ; les trés nombreuses souches 
« atypiques » ou « aberrantes » recoivent des dénominations 
subjectives qui dépendent plus de l’opinion des auteurs que des 
faits observés. 

Cependant, tous les auteurs dont les travaux sont a la base 
méme de la création du genre Brucella estimaient qu'il n’y avait 
qu'une seule espéce, Br. melitensis, accompagnée d’un certain 
nombre de variétés. 

Cette attitude parait la seule logique. 

Nous proposons donc que le genre Brucella soit révisé : 

Genre Brucella (Meyer et Shaw). Espéce unique: Br. meli- 
tensis. 

Toute souche de Brucella dont les caractéres, aprés un contréle 
soigneux, different de Br. melitensis est une variété. 

Cette classification a le mérite de la simplité et de la clarté. 


SUMMARY 
THE CONCEPT OF SPECIES IN THE GENUS Brucella. 


« The unit of classification is a coherent group of like indivi- 
duals, called a species. The term is dificult to define with preci- 
sion because a species is not a definite entity, but a taxonomic 
concept » (Hitchcock). In animals as in plants, it is sometimes 
difficult to assess the exact place of a given specimen. We must 
realize that, regarding bacteria, our task is far more difficult as 
we still miss all the morphological, sexual and biotopic criteria, 
so useful in Botany and Zoology. The classification of Bacteria 
into species is, at the present time, merely related to nutritional, 
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1. e. metabolic, characteristics. Bacterial classification is essen- 
tially a matter of personal opinion, of common sense and of 
general agreement. It is not based on truly scientific rules. 

But we can agree on some statements. We can probably accept 
as basis for the definition of a bacterial species the following 
criteria : 

Each distinct kind of bacterium is called a species. 

Characters applicable to the differenciation of species must 
evidence a certain amount of constancy when studied over a large 
series of tests. Furthermore, these characters must show some 
correlation with other constant characteristics. 

Classification cannot, in any case, be based upon the choice of 
only one characteristic. 

A bacterial classification must not be based upon characters 
which are subject. to simple mutational changes. 

On these grounds, the study of the genus Brucella (discarding 
Br. bronchiseptica and Br. tularensis) shows us : 

1° When the history of Brucella started, these bacteria were 
classified as very distinct organisms not, even, belonging to the 
same genus. But, Evans, Meyer, and Burnet demonstrated the 
identity of these so-called different bacteria. 

2° It is impossible to-day, probably because the data are still 
so scanty, to find any qualitative difference between the accepted 
Brucella species regarding chemical components, metabolic requi- 
rements or antigenic structure. 

3° Any Brucella is able to infect any susceptible animal. 

4° All the biochemical tests employed as differential tests are 
quantitative ones. . Infortunately, the sugar fermentation test does 
not work. 

5° When monospecific sera are used for the classification of 
Brucella (the antigenic pattern of any bacterium is really useful 
for its identification), the results of such serological tests do not 
always correspond to the results of the biochemical tests. 

6° ‘The commonly accepted identification tests comprise 64 dif- 
ferent identification patterns. Only three are accepted as being 
species, because they were the first studied. 

7° Experimenial findings demonstrate how easily dye tests or 
other characters may change. They are simple mutational 
changes. 

8° Spontaneous changes have been observed. 

9° A great number of Brucella strains cannot be classified under 
the three « species » of Brucella. They are called atypical or 
aberrant strains. Many bacteriologists prefer such names, rather 
than using monospecific sera and suffering an upset of their 
routine habits. 
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10° In the literature, we may read descriptions of-strains pre- 
senting identical characters, but bearing different names, according 
to the personal opinion of the author. : 

Thus, if we admit the validity of all the identification tests for 
Brucella, we must recognize quite a number of species besides 
the three current ones: as many of them indeed as there are 
different combinations of these tests. If, on the other hand, we 
only recognize the validity of a few particular tests, we must 
agree on the choice of such tests. Such an agreement will allow 
the description of numerous Brucella species, each corresponding 
to one of the adopted test combinations. 

It seems to us that such an attitude will lead to the recognition 
of a tremendous number of species without any interest from the 
scientific or practical point of view. This however is the logical 
consequence of our present conception. It is impossible to agree 
on so many atypical or aberrant strains as now described in 
literature, some of them designed under two or three different 
names, according to the laboratory where they are studied. 

In order to avoid misunderstandings and to allow a correct 
classification of Brucella strains, we propose a clearer and simpler 
classification. It is a return to the early classification (Evans, 
Meyer). All the so-called species of Brucella are biotypes of only 
one species. 

A strain of Brucella should be identified by the biochemical 
tests of Huddleson and monospecific sera. Any new test should 
be carefully compared with these tests. 

On these grounds, we shall have : 

Genus Brucella (Meyer and Shaw). 

Only one species : Brucella melitensis. 

Any strain with different characters is a variety. 
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LA NOTION D’ESPECE DANS LE GROUPE SALMONELLA 
par L. LE MINOR. 


(institut. Pasteur, Paris) 


Les Salmonella constituent un des groupes bactériens qui 
semblent a premiére vue les mieux connus sous le rapport de 
leurs propriélés biochimiques et sérologiques. Cependant, toute 
classification de ce groupe en espéces est sujette a critiques. 

Tandis que, selon Huxley [4], les plantes et animaux peuvent 
étre réunis en unités naturelles qui se distinguent par la distri- 
bution géographique, la morphologie, Vinterfécondité et Vinca- 
pacilé de se croiser avec les groupes voisins, il est impossible 
d’adopler la méme base pour classer les Salmonella. Si chez 
certaines souches d’FE. coli des phénomeénes de sexualité ont été 
démontrés, a notre connaissance aucune observation analogue n’a 
été faite chez les Salmonella. Et si, dans ce groupe, des crol- 
sements peuvent se produire, il nous faudrait non pas quelques 
observations isolées, mais une multitude d’observations pour 
aboutir a une classification basée sur Vinterfécondilé a Vintérieur 
des « espéces » qui composeraient ce groupe. 

Une classification pourrait éventuellement étre basée sur la 
transduction ou la transformation, c’est-a-dire sur la capacité 
d’échanger des déterminants génétiques, soit par lVintermédiaire 
des bactériophages, soit directement. Nous possédons pour la 
transduction des résultats intéressants. Mais ils ne portent que 
sur un nombre relativement trés limité de sérotypes. 

Les méthodes génétiques ne nous ont pas jusqu’a présent 
apporté d’informations suffisantes pour baser sur elles une clas- 
sification. 

Les seules classifications acluellement possibles reposeront done 
sur les caractéres qu’utilisent les bactériologistes pour identifier 
les Enterobacteriaceae. Or leurs méthodes doivent étre rapides 
et relativement simples. Leur but essentiel est de fournir rapi- 
dement un diagnostic en raison des conséquences thérapeutiques 
et épidémiologiques qu’il comporte. 

Ces caractéres sont les suivants : morphologiques, biochimiques, 
sérologiques. 

La seule différence morphologique éventuellement utilisable est 
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la présence ou l’absence des flagelles. Si les Salmonella galli- 
narum-pullorum sont constamment immobiles,- nous connaissons 
aussi de nombreuses variantes immobiles, sans flagelles de 
souches de Salmonella normalement mobiles. 

Les expériences sur la transduction de Lederberg et Edwards [2], 
de Stocker, Zinder et Lederberg [8] ont montré que la mobilité 
était un caractére complexe dui a trois groupes de genes. Au 
moins sept genes distincts sont impliqués dans la formation des 
flagelles, deux autres dans la fonction locomotrice (on connait 
des variantes flagellées immobiles, « paralysées »), tandis que les 
déterminants antigéniques forment un troisiéme groupe. Un bacté- 
riophage cultivé sur une variante non flagellée et mis en contact 
avec une autre souche non flagellée est capable de rendre celle-ci 
flagellée, mobile, avec une spécificité H. I] manquait a la 
souche réceptrice un déterminant génétique que possédait la 
premiére. En faisant de telles expériences de transduction avec 
S. gallinarum-pullorum comme souche donatrice, Lederberg et 
Edwards [2] ont observé chez S. sendai (9,12 : a) employée comme 
souche réceptrice, l’apparition d’antigéne gm, identique a celui 
trouvé normalement chez S. enteritidis. 

Nous ne pouvons done baser une classification sur la morpho- 
logie. 

Les épreuves biochimiques que nous employons sont pour la 
plupart grossiéres. Il ne s’agit pas de dénier leur valeur pour 
le diagnostic pratique et rapide des Enterobacleriaceae, car c’est 
sur leur base qu’a été établie une classification dont l’intérét 
médical et vétérinaire est indiscutable. Mais quand nous disons 
qu’un glucide est fermenté parce que nous avons observé un 
virage de l’indicateur de pH, nous ne savons pas par quelle 
vole métabolique il Va été. Deux bactéries qui, placées dans des 
conditions identiques, font fermenter un méme glucide, c’est- 
a-dire qui donnent une méme réaction positive, peuvent méta- 
boliser ce glucide par des voies différentes. 

Cerltaines des réactions que nous utilisons couramment tirent 
leur intérét de leur faible sensibilité : recherche de VH,S, de 
Vacétyl-méthyl-carbinol. 

Une évolution se dessine cependant vers l'utilisation de méthodes 
plus précises que l’observation des modifications de pH des 
milieux additionnés de glucides: le milieu au KCN de Braun, 
les méthodes de recherche des décarboxylases et des désaminases 
de certains amino-acides par exemple, sont entrés dans la routine. 

Parmi les sérotypes de Salmonella actuellement connus, seul 
S. typhi présente des caractéres biochimiques permettant en 
général de la distinguer des autres : elle ne donne jamais de gaz 
(mais il existe des variantes agazogénes de Salmonella gazo- 


genes) ; elle est en général xylose positive et arabinose négative 
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(cependant les types X— et A—, X+ et A+, le premier surtout, 
ne sont pas rares) et elle ne peut se multiplier sur milieu synthé- 
lique que si ce dernier est additionné de cystine et de tryptophane 
ou d’indole. La plupart des Salmonella, au contraire, a part 
S. paratyphi A et S. sendai semblent (nous ne pensons pas que 
des recherches systématiques aient été faites dans ce sens pour 
tous les sérotypes) cultiver sur milieu synthétique sans amino- 
acides. Une classification trop hative, basée sur un caractére bio- 
chimique qui momentanément parait le plus important, peut 
conduire a des erreurs. Ainsi pendant un certain temps les 
Arizona, quoique trés proches des Salmonella par leurs carac- 
léres biochimiques et antigéniques, avaient été classés dans les 
paracolobactrum uniquement parce qu’elles font virer tardivement 
les milieux lactosés. 

Si les caractéres biochimiques nous permettent de faire le 
diagnostic de Salmonella et de subdiviser les types sérologiques 
en types biochimiques, ils ne nous permettent pas de reconnaitre 
dans ce groupe ce qui pourrait correspondre a des espéces. 

Les propriétés sérologiques bien étudiées chez les Salmonella, 
contrairement a d’autres groupes comme les Cloaca ou Retlge- 
rella, ont permis une subdivsion trés poussée: Jintérét du 
schéma de Kauffmann-White [5] est indiscutable. 

Les antigénes somatiques ont permis de subdiviser les Salmo- 
nella en « groupes O » ayant un facteur commun, caractéristique 
de ce groupe: 4 pour le groupe B, 9 pour le groupe D, ete. 
Chacun de ces groupes comprend divers sérotypes qui, a cdté de 
ce facteur O spécifique du groupe peuvent en posséder un ou 
plusieurs autres (par exemple dans le groupe B certaines souches 
possedent 1,4,5,12, d’autres 4,12,27, ete.) et un ou plusieurs 
antigéenes flagellaires. Ces antigenes H peuvent étre présents 
dans de nombreux sérotypes appartenant 4 des groupes O dif- 
férents. 

Les antigénes somatiques de chaque groupe O ont incontesta- 
blement une grande stabilité. Cependant on a pu, au moyen 
dimmunsérum, obtenir expérimentalement des variations telles 
que 6,7 —> 6,8; 3,10 3,15; 1,3,19 —> 3,15 —> 3,10. Mais 
jusqu’a présent on n’a pas pu passer d’un antigéne somatique 
spécifique d’un groupe O a un autre. Sous laction d’immun- 
sérum on peut au contraire transformer facilement un antigéne H 
en un autre sérologiquement complétement différent et méme faire 
apparaitre des phases nouvelles telles que ]’antigéne j de S. typhi 
ou z5 de S. schleissheim. Et Ja transduction a permis d’obtenir 
des hybrides qui, quoique conservant tous les autres caracteres 
de la souche originelle, ont un antigéne H particulier venant de 


la souche donatrice. 
En se basant sur la sérologie seule, on pourrait done admettre, 
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comme le suggére Cioglia [4], que les Salmonella sont composées 
de différentes espéces correspondant chacune a un groupe O du 
tableau de Kauffmann-White. Il y aurait ainsi 32 espéces diffé- 
rentes, subdivisées par leurs antigenes H et éventuellement Vi 
en variantes de l’espéce, elles-mémes divisées en types bio- 
chimiques et baclériophagiques. 

Une telle classification pourrait étre acceptable, puisqu’elle 
utilise le tableau de Kauffmann-White universellement admis. [ 
est cependant peu satisfaisant de réunir dans une méme espéce 
S. typhi, S. dublin et S. gallinarum pullorum qui ont un pou- 
voir pathogéne et des exigences nutrilives aussi différentes. 

Si la classification est essentie!le pour le travail du bactério- 
iogiste qui a des diagnostics 4 établir, une unité dans la nomen- 
clature lest aussi pour éviler une confusion totale (rappelons 
que le bacille d’Eberth a été successivement appelé Bacillus 
lyphosus, Bacterium typhosum, Eberthella typhosa, Salmonella 
typhi). C’est ce que recherchent les taxonomistes comme Cowan, 
qui sont a juste titre choqués par le fait que les bactériologistes 
des Enterobacteriaceae désignent les Arizona par leur formule 
antigénique et les Salmonella par deux noms latins. 


Avons-nous le droit de considérer chaque sérotype de Salmo- 
nella comme une espéce définie si dans d’autres groupes comme 
chez les E. coli nous considérons les sérotypes comme des 
variantes d’un type unique? Or un E. coli 111:B4:H12 est 
aussi différent d’un 111:B4:H2 quwune Salmonella cholerae 
suis (6,7: ¢:1,5) d’une Salmonella bareilly (6,7: y : 1,5). 

Si l’on adopte une classification sérologique, doit-on appliquer 
le terme d’espéce aux Salmonelleae (comprenant Salmonella et 
Arizona), aux Salmonella, aux souches ayant un antigéne O 
caractéristique du groupe sérologique, ou au type séro!ogique 
déterminé par ses antigénes O, H et éventuellement Vi? Actuel- 
lement deux tendances s’affrontent : celle d’un « puriste de la 


taxonomie », Cowan, et celle du Sous-Comité des Enterobacte- 
riaceae. 


Cowan [6] estime que les bactéries peuvent étre classées en 
genres et espéces, mais que ces derniéres n’ont pas de carac- 
teres fixes et que la variation d’un caractére ne doit pas conduire 
a l’individualisation d’une nouvelle espéce. 

En 1956 et 1957 [7, 8], se basant sur le fait qu’un groupe 
comme les Salmonella a un rang équivalent a un genre et les 
subdivisions a4 un rang soit d’espéces, soit de sérotypes, il pro- 
pose deux schémas : le premier qui est un compromis quant a 
la nomenclature est destiné a la bactériologie appliquée, et utilise 
des noms vulgaires, bien que certains de ces noms ressemblent 
“« Ja dénomination binominale de Linné. Les Salmonella compren- 
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draient S. typhi (bacille typhique), S. cholerae suis (bacille du 
hog cholera), S. typhi murium (bacille de la typhoide des ron- 
geurs), Salmonella ‘London... Le second schéma, systématique, 
comprendrait Salmonella typhi, S. cholerae suis, S. kauffmannii 
var. typht murium, S. kauffmannii var. London. 

Une autre opinion est celle de la majorité des membres du 
Sous-Comité des Enterobacteriaceae. A la suite de l'article de 
Cowan sur la philosophie de la classification [9], deux questions 
ont été posées aux membres de ce Sous-Comité. « La structure 
hiérarchique d’un systéme de Linné satisfait-elle aux exigences 
des microbiologistes ? Pouvons-nous accepter le concept d’espéce 
et tout ce que celui-ci implique ou devons-nous envisager les 
bactéries comme constituant un large spectre composé de formes 
s’estompant graduellement ? » Kauffmann, Edwards et Ewing [40] 
ont répondu nettement 4 ces questions, et nous partageons leur 
opinion, bien que Sneath [44] la qualifie de pessimiste : « Ni le 
systéme linnéen, ni le concept d’espéce au sens linnéen ne peuvent 
étre utilisés. Et puisque nous ne connaissons ni les relations 
génétiques, ni les tendances de |’évolution dans la famille, il est 
impossible de dire si une classification donnée est scientifique- 
ment correcte, mais seulement si elle est plus ou moins pratique 
et utile. Pour éviter d’interminables discussions sur la question 
de savoir si le groupe Salmonella doit étre regardé comme un 
genre ou une espéce, il est préférable d’ abandonner la classifi- 
cation arbitraire en genres et espéces et de subdiviser les Entero- 
bacteriaceae en groupes, sous-groupes et types, comme l’a_ pro- 
posé de Sous-Comité des Enterobacteriaceae. » 

En effet, nous ne pensons pas que, dans |’élat actuel de nos 
connaissances, on puisse employer chez les Salmonella subdi- 
visées dans une intention diagnostique d’aprés leurs propriétés 
biochimiques et antigéniques, un systéme analogue a celui que 
les botanistes et les zoologistes ont établi pour les plantes et les 
animaux supérieurs en se fondant sur des caractéres totalement 
différents. De méme que les caractéres enzymatiques, les carac- 
téres antigéniques ont des déterminants génétiques. Il nous semble 
que seule une meilleure connaissance de la génétique des Salmo- 
nella permettra d’établir une classification naturelle. 


SUMMARY 


THE NOTION OF SPECIES IN THE Salmonella GRouP. 


No sufficient information has untill now been provided by 
genetics to establish a classification of Enterobacteriaceae and we 
are obliged to turn to the properties used by bacteriologists to 


identify them. 
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1° Morphology. It is impossible to base a classification on 
the difference between mobile and immobile forms: there are 
immobile variants of normally mobile forms, and by transduction, 
it is possible to transform bacteria deprived of flagella into mobile 
and flagellate bacteria. 

2° Biochemical properties are to uniform to be of any use. 
Gas production is not a quite stable character. Nutritional requi- 
rements are not sufficiently known. 

3° The antigenic characters allow the most satisfactory classi- 
fication lo day. The usefulness of the Kauffmann-White’s scheme 
is not questionable, but we cannot say whether the word « spe- 
cies » should be applied to Salmonellae, to O groups of the 
antigenic scheme, or to serotypes. 

In such conditions it is preferable to adopt the decision of the 
Sub-Commiltee, which proposes to subdivide Enterobacteriaceae 
into groups, sub-groups and types. Only a better knowledge of 
Salmonella genetics will allow to establish a natural classification. 
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LA NOTION D’ESPECE DANS LE GROUPE SHIGELLA 


par P. THIBAULT. 


(Service de Microbie Technique, Institut Pasteur, Paris) 


Au cours des réunions de Montevideo et de Rome, le Sous- 
Comité des Enterobacteriaceae |41, 2] a défini, par un encemble de 
caractéeres, le groupe Shigella et a élaboré la classification utilisée 
actuellement. I] s’était fixé un but essentiellement utilitaire et les 
rédacteurs des rapports ont évité avec soin les mols tribu, genre, 
espéce. Kauffmann, Edwards et Ewing [8] ont justifié cette atti- 
tude par limpossiblité d’accepter le concept d’espéce dans le 
sens linnéen. Ils expliquent que la famille des Enterobacteriaceae 
« est composée d’un grand nombre de types bactériens, apparentés 
entre eux, qul présentent presque toutes les combinaisons conce- 
vables des caractéres biochimiques compatibles avec la définition 
de la famille. Ces types forment une série si continue qu'il est 
difficile de la diviser en groupes distincts ». 

Le schéma, finalement adopté, repose sur des caractéres bio- 
chimiques et antigéniques. II distingue dans le « groupe » Shigella 
4 « sous-groupes » formés de « types » distinguables par la séro- 
logie. 

Le sous-groupe A, Sh. dysenteriae, est constitué de sérotypes 
qui, 4 Vimage du bacille de Shiga devenu Sh. dysenteriae 1, 
n’attaquent pas le mannitol. 

Le sous-groupe B, Sh. flexneri, comprend des sérotypes qui 
habituellement, produisent de l’acide aux dépens du mannitol. Is 
sont tous apparentes par des relations sérologiques qu’ils doivent 
4 l’existence d’un « antigéne de groupe », mais des « antigénes 
de type », particuliers a ch nacun d’eux, permettent de les identifier. 

Le sous-groupe C, Sh. boydii, renferme des sérotypes qui ont 
des caractéres biochimiques semblables 4 ceux des sérotypes 
Sh. flexneri, mais ils n’ont avec eux aucun rapport antigénique 
important. 

Le sous-groupe D contient seulement Sh. sonnei. Cette bactérie 
ressemble, par ses caractéres biochimiques, aux membres des 
groupes B et C, mais elle attaque aussi, bien que tardivement, 
le lactose. 
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On voit que la nouvelle classification a respecté certaines appel- 
lations tradilionnelles et binominales, mais ces appellations n’ont 
pas la prétention de désigner des espéces : Vintrication des carac- 
teres, les limites indécises de chacun des sous-groupes n auto- 
risent pas cette illusion. 

La fermentation du mannitol, utilisée comme clé d’identification 
depuis plus de cinquante ans, n’est pas un crilére absolu. Sal 
est tout a fait exceptionnel d’isoler une souche du sous-groupe A 
qui atlaque le mannitol [4], il n’est pas rare de rencontrer des 
cultures de Sh. fleaneri inactifs vis-a-vis de cet alcool; de tels 
variants sont particuliérement fréquents dans les sérotypes 4 a 
et 6, mais on en a signalé dans tous les sérotypes. On en trouve 
aussi que!quefois dans le sous-groupe Sh. boydit. Ces microbes 
e présentent alors, biochimiquement, comme des membres du 
ous-groupe A. 

De méme, la fermentation du lactose est le caractére bio- 
chimique important qui distingue Sh. sonnei des autres Shigella 
mannilol-positives. Mais l’utilisation du lactose est tardive ; elle 
réclame, pour se produire, plusieurs jours ou plusieurs semaines 
et peut faire défaut au cours de cinq ou six semaines d’obser- 
vation. Les souches lactose-négatives, signalées par certains 
auleurs comme une rareté, représentent, comme Jlont vu 
M™* Rubinsien et Piéchaud [5, 6], la tres grande majorité des 
souches isolées depuis quelques années en France, tout au moins 
dans la région parisienne. Sh. sonnet ressemble alors, par ses 
caractéres biochimiques, a Sh. flexneri ou a Sh. boydii. Son 
diagnostic repose essentiellement sur |’étude sérologique et les 
indications qu’elle fournit peuvent elles-mémes, en certains cas, 
s’avérer peu efficaces. 


Les cultures de Sh. sonnei subissent, de facon habituelle ct 
souvent rapide, une variation antigénique de la forme I a fa 
forme II, sérologiquement distinctes lune de l'autre. I] arrive 
méme qu’on isole directement du malade une souche en forme II. 
Sa structure est alors si voisine de celle de Sh. boydii 6 que 
cerlains assurent qu’elle lui est identique [4, 7]; les divergences 
d’opinions sur ce sujet peuvent d’ailleurs tenir au matériel étudié. 
La distinction entre une culture de Sh. sonnei, lactose-négative, 
en forme II, et une culture de Sh. boydii 6 peut donner lieu a des 
discussions sur la valeur de caractéres mineurs ; elle n’entraine 
pas la conviction. 


Dans la plupart des cas, pourtant, la sérologie, confirmée par 
quelques caractéres culturaux ou biochimiques, permet de classer, 
de fagon salisfaisante, une souche de Shigella & la place qui lui 
revient dans l'un des sous-groupes. Mais ces sous-groupes 
peuvent-ils étre considérés comme des équivalents de ce qu’on 


S 
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a coutume d’appeler des « espéces »? Dans d’autres groupes 
bactériens, une différence de structure antigénique n’implique 
pas des espéces distinctes; beaucoup d’espéces sont sérologi- 
quement hétérogénes. Cependant, le diagnostic entre Sh. flexneri 
et Sh. boydii est uniquement basé sur la présence ou l’absence 
de certains antigénes. Cowan [8] exprime l’opinion qu’il serait 
probablement plus systématique de les rassembler sous un méme 
titre et de reconnaitre simplement deux variétés de Sh. flexneri. 
Les tentatives faites précédemment dans le méme sens par 
d’autres auteurs n’ont pas recu un accueil favorable. 

Si les frontiéres qu’on peut tracer entre les sous-groupes n’ont 
pas la rigidité qui conviendrait pour définir des espéces, il est 
plus significatif encore de constater que les limites du groupe 
Shigella luirméme sont purement conventionnelles et que plusieurs 
auteurs en disculent encore. 


Les cultures naguére étiquetées Sh. alkalescens et Sh. dispar, 
suivant qu’elles n’utilisent pas le lactose ou qu’elles |’attaquent 
tardivement, ont été écartées du groupe Shigella. Kauffman [9, 10] 
les regarde comme des souches E. coli immobiles et anaérogénes : 
nombre d’entre elles ont les mémes antigénes O et K que les 
souches typiques d’Escherichia et leur pouvoir pathogéne est pro- 
bablement de méme ordre: on les trouve chez des individus 
normaux, dans des cas d’entérite et dans des infections urinaires. 
Le Sous-Comité les a placées dans un groupe particulier : 
Alkalescens-Dispar. 

Cowan accepte les vue de Kauffmann et, logiquement, propose 
un sous-groupe, Escherichia alcalescens. Ce nom a lavantage, 
que beaucoup sans doute apprécieront, d’une apparente correc- 
tion. Il a Vinconvénient de masquer une position d’attente et de 
donner l’impression que ces bactéries, réunies pour des raisons 
de commodité, forment une espéce. 

Cowan regrette cependant que le bacille de Sonne se trouve 
séparé de son pendant biochimique, indologéne, Bacillus dispar. 
Pour les rapprocher, il inclurait volontiers le bacille de Sonne 
dans le groupe Escherichia. Ce bacille n’a pas de retalions séro- 
logiques avec les divers groupes O d’E. coli, mais on connait 
Vexistence de bactéries mobiles, coliformes, dont l’antigéne O est 
identique a ce'ui de Sh. sonnei. Cet argument est faible ou bien 
i] justifierait le rattachement du groupe Shigella entier au groupe 
Escherichia. Les relations qui unissent ces deux groupes sont 
nombreuses et étroites; d’aprés Ewing [44], les sérotypes de 
Shigella, dont les antigenes O n’ont pas de parenté avec les 
antigénes des groupes 01 a 130 d’E. coli, sont trés rares, et, dans 
plusieurs cas, les relations qui existent proviennent d’une idenhité 
complete. 
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L’attitude de Cioglia [42] différe complétement de celle de 
Cowan, mais elle reléve d’une géne identique devant la méme 
situation. I] voudrait lui aussi rapprocher les bacilles de Sonne 
et dispar. Pour cela, il envisage de les inclure ensemble dans le 
groupe Shigella. Il estime que les propriétés métaboliques des 
souches A-D sont plus voisines de celles des Shigella que de 
celles d’E. coli, puisque le seul caraclére anormal est la fermen- 
tation de la salicine par quelques cultures. Quant a leur structure 
antigénique, si elle se rapproche davantage, par ses antigénes 
thermolabiles, de celle d’E. coli, elle s’apparente aussi, par ses 
antigénes O, au groupe Shigella. Tout en admettant que le pou- 
voir pathogéne plus élevé, que la fréquence plus grande des 
isolements de Sh. sonnei peuvent, en pratique, justifier pour ce 
bacille une position particuliére, l’auteur italien propose d’intégrer 
dans le sous-groupe D, a la suite de Sh. sonnei, les sérotypes 
alkalescens-dispar. 


On peut, pour des raisons de commodité ou méme de sentiment, 
préférer telle ou telle fagon de diviser le groupe Shigella mais, 
pourvu que soient respectés un certain ordre et certaines affinités, 
on ne peut juger absurdes les arguments de ceux qui prétendent 
effectuer le partage en un point plutot qu’en un autre. I] en serait 
autrement si les unités ainsi formées correspondaient a des entités 
naturelles. L’harmonie du schéma actuel tient dans Ja progression 
d’activité biochimique des divers groupements, mais on peut conce- 
voir Vintroduction de réactions qui bouleverseraient les rapports 
etablis. 


Une nomenclature toute nouvelle pourra naitre des progrés de 
Ja bactériologie. En attendant, la tache des systématiciens est de 
perfectionner celle qui existe. Ses cadres sont trop rigides pour 
contenir les formes de transition, mais ils ont rendu et rendent 
encore de trés grands services. Résumer en deux mots, sous une 
forme compréhensible, l’essentiel d’une étude souvent fort longue, 
nest pas un mince avantage. On peut discuter si l’unité fondamen- 
tale de la classification mérite encore le nom d’espéce. Il y a déja 
longtemps que les mols genre, espéce, ont pris en bactériologie 
un sens conventionnel qui exprime des degrés dans la hiérarchie 
systématique. Ces mots, comme beaucoup d’autres, ont, en vieillis- 
sant, perdu leur vertu originelle. Il suffit d’en prendre conscience 
et d’attendre une terminologie meilleure, avant de les rejeter avec 
horreur, La taxonomie n’est pas une science d’avant-garde. Toute 
modification de la classification exige de la prudence. Elle doit 
tenir compte de la tradition, intervenir avec un certain retard et 
se justifier par acquisition de connaissances solidement établies. 
Ti ne faut pas que le souci d’ordre devienne un facteur de 
confusion. 
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SUMMARY 
THE NOTION OF SPECIES IN THE Shigella GENUs. 


The Sub-Committee for Enterobacteriaceae lias established the 
classification now used for the Shigella group. As it was impos- 
sible to admit the concept of species as Linné meant it, the Sub- 
Committe has avoided the use of the words tribe, genus, species. 
The Shigella group is divided according to the biochemical and 
antigenic properties into four sub-groups: A) Sh. dysenteriae, 
B) Sh. flexneri, C) Sh. boydit, D) Sh. sonnei, constituted of types 
which can be differentiated serologically. 

Mannitol and lactose fermentation used as key of identification 
are not absolute criteria. Sub-group B strains which do not 
attack mannitol are not rare and are then biochemically similar 
to sub-group A strains. Sh. sonnei strains which do not attack 
lactose are often found in France and their properties are analo- 
gous to that of Sh. flexneri or boydit. The distinction between 
the form II of Sh. sonnet and Sh. boydii 6 is questionable. 

Even the lhmits of the Shigella group are doubtful. Some 
authors propose to include Sh. sonnei in the Escherichia group ; 
other ones prefer to include the A-D serotypes in the Shigella 
group. The reasons set forth are not absurd; they would be 
absurd should the linnaen species exist. 

The progress of bacteriology will probably allow to establish 
anew nomenclature. For the time being, it is not desirable that 
it shoul undergo too rapid changes. 
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M. Prévot prépare en quelques mots Ja discussion des rapports. 

« I] semble bien, d’aprés les rapports de M. Lwoff et de 
M. Schaeffer, que la notion d’espéce bactérienne — dont chacun 
sait qu'elle est arrivée A un lournant de son histoire — doive 
subir ses plus rudes assauts de la part des généticiens, Mais 
c’est aussi des généticiens qu’elle recevra les appuis les plus 
solides pour son orientation dans le proche avenir, puisque par 
le truchement de la transformation, de la conversion, de la conju- 
gaison et de la transduction, on arrivera A connaitre mieux les 
processus de transfert de matériel génétique d’une bactérie a une 
autre et ainsi, a rapprocher la notion d’espéce bactérienne des 
notions d’espéces végétales et animales. 

M. Lwoff a cité une pensée de l’auteur de 1|’Jmitation ot il est 
question de genre et d’espéce. — Ce jalon médiéval nous incite 
a remonter a la source. Cette notion était déja en germe a la plus 
haute époque de la pensée humaine, ce qui explique peut-étre sa 
pérennité. On la trouve en effet-exprimée de la fagon la plus 
simple, la plus claire, la plus poétique au premier chapilre de 
la Genése, aux onziéme et douziéme versets (lroisiéme jour de 
la création : espéce végétale). 

Onziéme verset: « Que la Terre fasse pousser des arbres a 
fruit produisant, selon leur espéce, du fruit ayant en soi sa 
semence. » 

Douziéme verset: « Et la Terre fit sortir du gazon, des herbes 
portant semence selon leur espéce et des arbres produisant selon 
leur espéce du fruit ayant en sol sa semence. » 

— Quant a l’espéce animale il fallut attendre le quatrieme jour 
pour Pespéce aquatique : 

« Que les eaux foisonnent de grands animaux aquatiques ct 
tout étre vivant qui se meut foisonnant dans les eaux selon leur 
leur espéce et tout volatile ailé selon son espéce. » 

— Et le cinquieme jour pour l’espéce terrestre : 

« Que la Terre fasse sortir des étres animés, selon leur espéce : 
des animaux domestiques, des reptiles et des bétes de la Terre 
selon leur espéce. » 

Il se peut que l’espéce bactérienne autotrophe non pathogéne 
soit impliquée dans la phrase : 

« Et tout étre vivant qui se meut foisonnant dans les eaux selon 
leur espéce » (quatriéme jour). 

Mais pour l’espéece bactérienne pathogéne il fallut attendre 
l’Exode, ot elle est impliquée indiscutablement dans la notion 
de maladie infecticuse au chapitre IX, versets 1 4 7, décrivant les 
plaies d’Egypte, plus spécialement la 5° plaie: les pestes du 
bétail, et aux versets 8 et 10, la 6° plaie : les pustules malignes. 


220 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Si les versets de la Genese semblent avoir été écrits spécia- 
iement pour les Généticiens, ceux de l’Exode semblent avoir été 
écrits pour les Pasteuriens. 

Les pestes du bétail, n’est-ce pas la septicémie des vaches, le 
choléra des poules, les pestes bovines et porcines, les brucelloses 
ovines ? Les pustules malignes, n’est-ce pas le charbon ree 5h A 
fallut attendre le merveilleux xix° siécle pour qu'un Louis Pas- 
teur en découvre l’étiologic et en invente la prévention. 

Le rapport de M. Vendrely nous a montré ce que la biochimie 
peut apporter d’aide 4 la construction scientifique de la notion 
d’espéce bactérienne : tout ce que la biochime vient d’apporter et 
tout ce qu’elle apportera encore pour étayer solidement ce concept. 

Enfin les rapports des spécialistes des trois groupes parmi les 
plus étudiés et les plus discutés de la bactériologie : Brucella, 
Salmonella, Shigella, nous apportent un autre espoir. Apres la 
période de pulvérisation des espéces de ces germes, période 
angoissante ott le bactériologiste se demandait quand s’arréterait 
la multiplication des expressions binominales et la valeur exacte 
des groupes qu’elles couvraient, on assiste maintenant a une sim- 
plification rassurante par regroupement des types en unités plus 
solides et mieux définies que les anciennes espéces. 

Ainsi ce colloque nous a apporté, en un raccourci trés complet, 
lessentie] de ce que nous souhaitions savoir sur la question. » 


La discussion est alors ouverte. Y ont pris part: MM. Fas- 
quelle, Grabar, L’Hériticr, Raynaud ; M™® Faure, M™°® Staub. 


* 
x* 


Les textes des interventions ne nous étant pas parvenus a temps, 
nous n’avons pas pu les publier. 


* 
x* 


M. Prévot demande & M. L’Héritier de conclure le débat. 


M. L’Héritier. — Je suis a la fois trés flatté et tres embarrassé 
par la demande que vient de m’adresser M. le Président. Je ne 
suis pas hactériologiste et n’étais venu ici que pour m/’instruire, 
sans penser un instant que j aurais a prendre la parole. Puisque 
je Suis mis ainsi au pied du mur, je vais done tenter de formuler 
les réflexions que m’ont inspirées les différents exposés que je 
viens d’entendre. 

Il en ressort, semble-t-il, essentiellement, que les bactériolo- 
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gistes éprouvent les plus grandes difficultés a faire entrer les 
objets biologiques dont ils s’oceupent dans les cadres rigides 
établis par Linné et dont Vutilisation traditionnelle de la nomen- 
clature binominale a consacré l’usage. Or, ces difficultés ne me 
surprennent pas, car je reste persuadé que ces cadres ne peuvent 
s’appliquer a des organismes a reproduction essentiellement 
clonale comme les bactéries. Ils sont d’ailleurs souvent bien 
imparfaits, méme pour la description des formes plus élevées en 
organisation et ont dd subir déja bien des retouches. Ils en subi- 
ront d'autres dans l’avenir sans aucun doute, au fur et A mesure 
que progresseront les connaissances sur la structure des popu- 
iations. 

La systémalique, il est banal de le rappeler, poursuit deux 
buts, parfois d’ailleurs quelque peu contradictoires. L’un d’eux 
est purement pragmatique ; il s’agit de cataloguer les formes 
vivantes et de leur donner des noms, avec le seul souci de per- 
mettre aux biologistes de s’entendre entre eux. L’autre est par 
nature plus scientifique ; il s’agit de reconnaitre et de décrire la 
structure méme de la déconcertante diversité des formes vivantes. 
Or, ce second but, les biologistes ne peuvent manifestement plus 
Venvisager 4 la maniére de Linné, puisque entre lui et eux est 
intervenue cette révolution fondamentale de la pensée biologique 
que fut la reconnaissance du fait de l’évolution. Actuellement, 
c’est nécessairement dans cette optique de l’évolution de ta 
matiére vivante que doit se situer toute systématique et cela dans 
tous les groupes d’organismes. Si les conceptions de Linné et la 
nomenclature correspondante ont cependant trés largement survécu 
a ce changement fondamental de perspective, c’est en fait parce 
que, chez la plupart des organismes, l’espece est beaucoup plus 
qu'un concept plus ou moins subjectif, elle est une réalité indis- 
cutable. Le jeu normal de l’évolution aboutit a produire des 
espéces, qui a l’échelle temporelle humaine restent suffisamment 
stables et séparées les unes des autres pour pouvoir étre décrites 
et cataloguées avec le langage traditionnel. Mais une condition 
fondamentale’pour qu’il en soit ainsi est l’existence de la sexua- 
lité et de la reproduction biparentale. M. le Président vient de 
citer la Genése en témoignage de l’antiquité de la reconnais- 
sance par l’Homme de l’existence des espéces en tant qu’entités 
distinctes. J’ajouteral que tout primitif, tout paysan vivant en 
contact direct avec la nature, ne doute pas un instant de la réalité 
des espéces. Mais ce primitif sait aussi que les animaux sont 
males et femelles ct V’auteur sacré ne lignore pas davantage. 
Quelques versets en effet au-delaé du texte cité par M. Prévot, 
je lis parmi les recommandations adressées 4 Noé par |’Eternel 
Dieu : « De tout ce qui vit, de toute chair, tu feras entrer dans 
l'arche deux de chaque espéce: il y aura un male et une 


222 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


femelle. » C’est donc bien parce que l’expérience courante est 
limitée aux organismes A reproduction biparentale que la notion 
d’espéce est si évidente. Il s’agit d’ailleurs tres exactement de ce 
que Je paléontologiste américain Simpson désigne sous le nom 
d’espéce sans dimensions. 

A vrai dire, la reproduction biparentale n’est pas une régle 
absolue chez les organismes élevés en organisation. Il y a des 
exceptions ; je fais allusion aux cas de parthénogénése, d’apo- 
gamie et d’hermaphroditisme avec autofécondation. Ces types de 
reproduction ne se rencontrent cependant jamais que d'une 
maniére relativement sporadique et ne constituent la situation 
réguliére dans aucun des grands groupes d’organismes. Il en 
résulte, semble-t-il, qu’ils correspondent 4 des impasses évolu- 
tives et que leur adoption a toujours été plus ou moins récente. 
Des lors, si la notion d’espéce linnéenne et la nomenclature 
correspondante peuvent encore, grosso modo, étre utilisées dans 
la description de ces formes, il peut s'agir la d’une structure 
systématique relique, que le nouveau mode de reproduction n’a 
pas encore réussi a effacer complétement. 

Chez les bactéries, nous nous trouvons en présence d’une situa- 
tion toute différente. Il n'y a aucune raison pour supposer 
qu’elles descendent d’organismes a reproduction sexuée biparen- 
tale et leur mode de reproduction normal est purement clonal. 
Sans doute, des échanges de matériel héréditaire entre clones 
peuvent se produire et les belles recherches des généticiens de 
bactéries en ont révélé les mécanismes. [1 parait bien s’agir 
d’une sorte de sexualité primitive. Ce que nous ignorons cepen- 
dant totalement, et je pense qu’aucun des généticiens de bactéries 
icl présents ne me contredira sur ce point, c’est la fréquence 
avec laquelle ces phénomeénes interviennent dans la nature. I] se 
peut qu’il s’agisse plus ou moins d’artefacts de laboratoire ; cela 
nen diminue nullement lintérét biologique, mais nous aménerait 
i penser que les échanges entre clones n’ont joué qu’un role nul 
ou négligeable dans |’évolution des bactéries. Le ressort essentiel 
de celle-ci serait les phénomeénes de sélection a l’intérieur des 
clones, mécanisme qui, en raison de l’énormité des effectifs des 
populations, leur permet de s’adapter avec une extréme rapidité 
a tout changement de milieu. Si telle est la situation, il n’existe 
vérilablement pas d’espéces chez ces organismes, mais seulement 
des clones dont les propriétés globales ne restent en fait cons- 
lantes que tant que le milieu ne varie pas. ‘La systématique bacté- 
rienne ne peut que se proposer d’établir les relations de filiation 
entre ces clones. Il sera naturel de rassembler dans une méme 
unité ensemble des types qu'il est facile d’obtenir les uns 
i partir des autres, par exemple par la sélection d’une seule 
Glape mutationnelle. Par contre, lorsque cette dérivation est 
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impossible ou simplement plus difficile, on peut parler d’unités 
différentes. I] faut noter cependant que la difficulté de la trans- 
formation peut résulter non pas de la rareté ou de la complexité 
des changements génétiques nécessaires, mais simplement de la 
difficulté de réaliser un milieu sélectionnant efficacement les 
mutants correspondants. De toute facon, ces unités ne corres- 
pondent que trés vaguement aux especes des organismes & repro- 
duction biparentale et il faudra bien un jour ou l’autre adopter 
pour les décrire une nouvelle terminologie. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, T 5) 


Séance du 5 Décembre 1957 


Présidence de M. Prévor. 


NECROLOGIE 


EDMOND GRASSET 
(1895-1957) 


J’ai le triste devoir d’évoquer la disparition d'un membre éminent 
de notre Société, Pasteurien de formation et de cceur, le professeur 
E. Grasset, de Genéve. 

Docteur en médecine de cette Faculté, éléve des professeurs Askanazy, 
Chodat, Christiani, il était fortement préparé pour les disciplines pas- 
teuriennes. I] suivit le grand Cours de l’Institut Pasteur en 1923, et 
c’est 14 qu’il rencontra celle qui devait devenir son épouse et fut fa 
compagnie idéale de l*yhomme de science quil fut. D’abord assistant 
d’A. Calmette, c’est au contact de ce grand maitre qu‘il commenca 
les recherches dans lesquelles il s’illustra: la tuberculose, le BCG et 
les venins. Puis il collabora avec G. Ramon et entreprit une série de 
recherches dans un autre domaine: Ja fiévre typhoide. C’est donc 
a l'Institut Pasteur qu’il devint hactériologiste, sérologiste, épidémio- 
logiste. En 1927, il fut appelé A la téte du service de sérothérapie de 
VAfrique du Sud, A Johannesburg, ot il resta jusqu’en 1945. C’est 
12 qu’il mit au point l’endotoxoide tuberculeux qui modifiait favora- 
blement l’évolution sévére de la tuberculose chez les Noirs. C’est ik 
aussi qu'il perfectionna Ja sérothérapie antivenimeuse par les ana- 
venins formolés, et réussit 4 produire un sérum polyvalent, aujourd’hui 
universellement employé. C’est 1A enfin qu’il réalisa un vaccin trés 
efficace, contre Ja fiévre typhoide, en utilisant 1’endotoxine typhique. 

Ses recherches lui ont valu d’étre sollicité par le Gouvernement bri- 
tannique pour assumer la responsabilité des services de sanié de son 
armée nord-africaine. Apres la guerre, il est nommé Directeur de 
l'Institut d’Hygiéne de l'Université de Genéve et Professeur de Micro- 
biologie A la Faculté de Médecine. Tl y joua un réle de premier plan, 
tant au Comité international de la Croix-Rouge qu’a 1’O. M. S., comme 
expert de la standardisation des sérums, Président du Congres inter- 
national de la Poliomyélite, chargé de mission épidémiologique en 
Indonésie, etc. y 

Membre de nombreuses sociétés savantes, dont 1’Académie Suisse 
des Sciences médicales, The Royal Society of tropical Medecine and 
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Hygiene, la Société de Pathologie exotique, le professeur Grasset 
a publié 169 notes et mémoires. Tous sont d’un intérét trés grand et 
d’une originalité marquée, tels ses travaux sur l’endotoxine typhique 
en tant qu’antigéne ; la préparation et le titrage des sérums anti- 
venimeux ; les divers mécanismes de l’immunité, le passage trans- 
placentaire de la pénicilline, le fractionnement par électrophorése sur 
papier du venin de Vipera russellii ; propriétés et dosage des facteurs 
coagulants et antigoagulants de ce venin ; les propriétés anticoagu- 
lantes du sulfate de dextrane ; la standardisation des sérums_ anti- 
venimeux, l’analyse immunologique des constituants des venins de 
serpents par la méthode de précipitation en milieu gélifié, et enfin 
son tout dernier, non encore paru, la micro-réaction pour le diagnostic 
rapide de la poliomyélite par précipitation sur lame. 

Ceux qui ont connu Grasset se rappellent quel charmant collégue 
i: fut: courtois, aimable, dévoué, prévenant. Ce n’est donc pas seu- 
lement un savant qui disparait trop t6t, mais un ami, que nous 
perdons. C’était aussi un grand ami de la France. Dans la réponse 
que sa fille le D™ Nicole Grasset m’adressait récemment, elle m/’écri- 
vait : « Les mots France et Microbiologie, qui sont inscrits dans le 
titre de votre Société ont joué dans sa vie un rédle immense et ont été 
des facteurs de son bonheur. » 

Nous adressons 4 sa famille nos plus vives condoléances et notre 
sympathie attristée. A Re be 


FELICITATIONS AU PROFESSEUR BOVET, PRIX NOBEL 


De méme que nous nous attristons quand un deuil frappe notre 
Société, de méme nous devons nous réjouir quand une récompense 
vient consacrer l’ceuvre d’un des ndtres. Aujourd’hui il s’agit de la 
plus haute récompense scientifique, le Prix Nobel, qui vient d’échoir 
& notre collégue et ami Daniel Bovet, qui est deux fois des notres. 

Deux fois: d’abord comme pasteurien. C’est en effet dans notre 
Institut Pasteur, & deux pas d'ici, au Laboratoire de Chimie Théra- 
peutique, qu’il a fait Ja grande découverte des antihistaminiques de 
synth@ése ; qu’il a commencé ses recherches sur le curare et les cura- 
risants de synthése qui lui ont valu ce prix. C’est ici également qu’il 
a participé A la réalisation de la sulfamidothérapie pour laquelle vous 
savez le rdle joué par ses amis M. et M™° Tréfouél comme chimistes et 
par son beau-frére Nitti comme bactériologiste. 

Tous ici connaissons trop bien son ceuvre et il est inutile de la 
résumer en quelques mots, c’est donc surtout comme inembre actif 
et fidéle de notre Société que je veux vous en parler: il a été parmi 
les premiers qui l’ont fondée. Quand il était pasteurien, c’était un 
assidu de nos séances. Nous lui adressons, ainsi qu’’ Madame Bovet- 
Nitti, nos plus chaleureuses félicitations, nous leur disons combien 
notre Société est heureuse et fiére de posséder un Prix Nobel parmi ses 
membres actifs et nous souhaitons que sa carriére & Rome soit aussi 
fructueuse que le fut sa carriére a Paris. Molt, IP 
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COMMUNICATIONS 


GLEYIFICATION ET DEBOISEMENT EN FORET DU JURA 
INCIDENCES MICROBIOLOGIQUES 


par J. POCHON, G. PLAISANCE et H. DE BARJAC. 


Unstilut Pasteur.) 


Le sujet de la gleyification a été longuement analysé du point de 
vue pédologique, notamment en foréts du Jura (G. Plaisance, 1953 jt, 2), 
1956 [3]). Le massif de la forét de Chaux est particuliérement intéres- 
sant A cet égard, car il s’y associe des limons bruns des pentes non 
gleyifiés et des limons des plateaux a simili-gley (G. Plaisance, 1953 [4]). 
Le degré de parenté unissant ces sols pose encore nombre de problémes 
liés & leur genése et A leur évolution. L’un de ces problémes consiste 
en leurs propriétés microbiologiques. Dans le but d’étudier ces pro- 
priétés, ont été choisis quelques échantillons représentatifs des limons 
a gley ou sans gley de la forét de Chaux. De plus, d’autres échantillons 
ont été sélectionnés en forét de Chaux et en forét de Fourg, pour étudier 
les répercussions microbiologiques éventuelles du déboisement, avec 
les « vides » A Molinie. 


ECHANTILLONS ANALYSES. 


Trois destinés 4 la comparaison microbiologique des limons bruns 
des pentes et des limons A simili-gley : 

N° 1: limon brun des pentes non gleyifié en forét de Chaux (20 cm). 

N° 2: simili-gley en forét de Chaux (35-40 cm). 

N° 3: simili-gley de structure encore plus défavorable que le n® 2. 

Ces trois échantillons ont été analysés tels qu’ils ont été recus, c’est- 
d-dire aprés stabilisation (par séchage a l’air), leurs pH respectifs étant 
alors de 4,3 pour le n° 1, de 4,5 pour le n® 2 et de 4,9 pour le n° 3. 

Trois autres échantillons destinés 4 l’analyse microbiologique du 
déboisement : 

Ne 4: trouée a Molinie, en forét de Chaux (surface). 

N° 5: trouée & Molinie, en taillis sous futaie, en forét de Fourg. 

N° 6: jeune perchis en amélioration, en forét de Chaux. 

Les pH respectifs de ces échantillons recus A 1’état encore humide 
oe i trouvés de 4,8 pour le n° 4, de 3,7 pour le n° 5 et de 3,6 pour 
Pt? To). 


RESULTATS DES ANALYSES. 
Microflore totale. — En germes par gramme de sol: 170000 pour 


Je n° 1, 120000 pour les n°s 2 et 3, 12 000 000 pour le n° 4, 15 000 000 
pour le n° 5 et 9500000 pour le n° 6. 
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_Champignons. — En moyenne du nombre de colonies 4 la dilu- 
tion 10—° (sur 3 boites) : 1,7 pour les n® 1 et 3, 1 pour le n° 2 

z 5 lod ms € ? 
18 pour le n° 4, 27 pour le n° 5 et 31 pour le n° 6. Formes levures 
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Fic. 1. — Courbes d’activité ammonifiante, dénitrifiante et amylolytique des 


six échantillons testés. 


tres rares dans les trois premiers échantillons, trés nombreuses dans 
les trois derniers. 


Fixation d’azote. — Absence de fixateurs aérobies (Azotobacter). 

Présence de fixateurs anaérobies (Clostridium) : en nombre de tubes 
positifs par dilution (sur 3 tubes) : 4 10-*, 3 pour le n° 1, 2 pour 
le n° 2 ‘et 1 pour je n° 3; a 10, 3 pour tes N* 4, 5 et G5 a 1G 
2 pour le n° 4 et 1 pour Ie n° 6. 
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Nitrification. — En dilution positive : 10-1 pour le n° 1, 10—? pour 
les n® 2 et 3, 10— pour les n® 4 et 6, 10—°5 pour le n° 6. 

arrirmOne/ Caray Dénitrification, Amylolyse (Voir courbes, fig. 1). 

Cellulolyse. — En aérobiose (sur 3 boites) : alttaque du papier trés 
lente, manifeste seulement pour le n° 4 au onziéme jour. Apres un 
mois, la cellulolyse est forte pour le n° 4 (Cytophaga, Cellvibrio, Cham- 
pignons), moyenne pour les n* 2 (Cytophaga) et 5 (Cytophaga, 
Champignons), tres faible pour les n° 3 et 6 (Champignons). 

En anaérobiose : en un mois, seuls les n® 1 et 6 donnent un tube 
positif sur 6 & 30° (mésophiles). 

Sulfato-réduction. — En nombre de tubes positifs par dilution (sur 
3 tubes) : A 10—, 1 pour les n™ 1, 2 et 3; a 10-, 1 pour le n° 2; 
4 10—, 3 pour le n° 4, 2 pour le n° 5, 1 pour le n° 6; a 10—*, 2 pour 
lennos: 

Attaque de la méthionine. — En nombie de tubes positifs par dilu- 
tion (sur 3 tubes) : 4 10—, 1 pour les n* 1 et 2, 2 pour le n° 3. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. 


La premiére série d’échantillons (n°* 1, 2, 3) montre une remar- 
quable homogénéité & l’analyse microbiologique : peu de germes totaux, 
peu de Champignons, pas d’Azotobacter (ce qui n'est point surprenant 
du fait de l’acidité ambiante), peu d’activité générale (que ce soit 
pour la fixation anaérobie, l’ammonification, la nitrification, la déni- 
trification, amylolyse ou la cellulolyse). Toutes les fonctions micro- 
biennes testées sont touchées ; il n’en est pas une qui ne témoigne 
d’un ralentissement considérable. Cependant, il faut, dans ce ralentis- 
sement, faire la part de la stabilisation par dessiccation des sols analysés. 
Sans aucun doute, ce traitement surajoute un freinage général des 
microorganismes 4 celui exercé par les propriétés mémes de ces sols, 
en particulier par leur acidité. I] serait intéressant de pouvoir répéter 
les analyses sur les mémes sols dés leur prélévement, 4A leur taux 
d’humidité naturelle. 

A Jintérieur de cette premiére série telle qu’elle apparait d’aprés 
les examens microbiologiques aprés. stabilisation, se dégagent des 
différences entre les limons bruns non gleyifiés des pentes d’une part, 
e! les simili-gley d’autre part. Le limon brun est relativement plus 
actif, microbiologiquement, que les simili-gley : la microflore totale, 
les Clostridium, les ammonifiants, les nitrifiants, les dénitrifiants, les 
amylolytiques y sont supérieurs. C’est dire que méme un traitement 
par dessiccation, ayant tendance & niveler les activités microbiologiques 
4 leur niveau le plus bas, n’arrive pas 4 masquer la supériorité relative 
du limon brun sur les simili-gley. Bien que microbiologiquement 
parents du limon brun, les simili-gley apparaissent un peu plus 
pauvres. Leurs caractéristiques les rapprochent des tourbes acides 
(H. de Barjac, 1955 [5]). 

La deuxiéme série d’échantillons (n° 4, 5, 6), non soumise au séchage 
préalable, révéle une activité microbiologique plus forte que celle de 
Ja premiére série, mais qui reste peu développée, si l’on se réfere 


a échelle générale des sols. Cette activité, en effet, est de l’ordre 
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de celle des mor forestiers (Ph. Duchaufour et J. Pochon, 1955 [6], 
J. Pochon, 1956 [7]), qui ont d’ailleurs les mé@mes propriétés acides. 
A lVintérieur de cette deuxiéme série, les vides 4 Molinie sont micro- 
biologiquement trés voisins, avec une tendance a l’infériorité chez le 
prélévement de Fourg, en taillis sous futaie (pour les Clostridium, 
l’'ammonification, l’amylolyse, la cellulolyse aérobie). Quant au pré- 
lévement de Chaux, sur jeune perchis en amélioration, il ne montre 
aucune progression microbiologique par rapport aux trouées 4 Molinie, 
au contraire. C’est l’échantillon le plus acide et par conséquent le plus 
riche en Champignons, mais il apparait inférieur tant par sa micro- 
flore totale que par son pouvoir ammonifiant, dénitrifiant, amylo- 
lytique, cellulolytique aérobie et sulforéducteur. L’amélioration signalée 
sur la végétation n’est pas sensible sur la microflore. On ne peut 
parler, dans ce cas, d’une régénération microbiologique du_ sol. 


CONCLUSIONS. 


L’incidence microbiologique de la gleyification, ¢tudiée sur des 
limons bruns de la forét de Chaux, gleyifiés ou non, sec marque par 
un affaiblissement de l’activité. D’autre part, la parenté entre les 
échantillons étudiés est confirmée par l’analyse microbiologique. 


SUMMARY 


GLEYIFICATION AND DEFORESTATION IN THE JURA FORESTS. 
MICROBIOLOGICAL INCIDENCES. 


The microbiological incidence of gleyification in brown loams of the 
Chanx forest, gleyified or not, is characterized by a decrease in the 
activity. On the other hand, the relationship between the samples is 
confirmed by microbiological analysis. 
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LES AFFINITES TINCTORIALES DES RICKETTSIES 
ET DES GROS VIRUS VISIBLES 


(Groupe lymphogranulomatose-psittacose) 


I. = SUR LA SIGNIFICATION BIOLOGIQUE 
DE LA COLORATION DE MACCHIAVELLO 


par Francis ROGER et Annie ROGER 
(présenté par M. GIROUD). 


(Institut Pasteur, Service des Rickettsies [D*™ Paul Grrovp]) 


La coloration prise par les rickettsies est susceptible d’une iriple 
interprétation : chimique, anatomique et biologique (Interprétation 
chimique: nature de la substance colorable ; Interprétation andato- 
mique: structure colorée ; Interprétation biologique: ensemble des 
propriétés biologiques qui évoluent parallélement aux affinités tinc- 
toriales.) 

On s’est intéressé bien souvent a la signification biologique des 
procédés usuels de coloration différentielle en microbiologie (colora- 
tions de Gram, Ziehl, etc.), mais les tentatives dans le méme sens 
sont demeurées encore peu nombreuses avec la technique différenticlle 
de Macchiavello, véritable coloration de Gram des rickettsies. 

Giroud et Panthier, cependant, ont proposé de considérer la Macchia- 
vello-positivité (rickettsies colorées en rouge par Ja fuchsine) comme un 
test véritable de vitalité des germes [4]. Cette interprétation ne peut 
plus étre retenue aujourd’hui, depuis que Lon connait mieux des 
rickettsies qui se multiplient sous une forme Macchiavello-négative 
permanente (R. orientalis) ou transitoire (R. prowazeki et R. mooseri 
sont souvent bleues dans le poumon du lapin). Nous devons donc 
avouer que nous ne savons encore que peu de chose sur la significa- 
tion biologique du Macchiavello. 

Toutefois, nous croyons qu’il est possible de faire quelques remarques 
&% ce sujet et nous voudrions, pour notre part, résumer les observa- 
tions que nous avons faites au cours de examen de plusieurs milliers 
de lames, lors de l’étude de plus de 25 souches de rickettsies et de 
virus du groupe de la psittacose [chacune des souches ayant été 
observée dans les conditions les plus diverses de culture] (1). 


(1) Rappelons tout d@abord, parce que c’est indispensable pour com- 
prendre ce qui suit, que la coloration de Macchiavello ne comporte que 
deux temps indispensables et que l’aspect des éléments colorés ne dépend 
que de leur affinité préférentielle pour la fuchsine ou le bleu de méthyléne. 
Ainsi, les éléments Macchiavello-positifs ont une plus grande affinité pour 
la fuchsine et les éléments Macchiavello-négatifs une plus grande affinité 
pour le bleu [2]. 
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1° La coloration de Macchiavello met en évidence des propriétés 
protoplasmiques tout a fait générales puisque la notion de Macchiavello- 
posilivité ou négativité se retrouve méme & l’échelon cellulaire. 

Dans la mesure ov 1’on utilise, en effet, une différenciation ménagée, 
les cytoplasmes sont légérement Macchiavello-positifs et les mnoyaux 
sont légérement Macchiavello-négatifs. Par exemple, si lon différencie 
par la fuchsine des cellules colorées au bleu, ce sont les noyaux qui 
gardent les derniers le bleu de méthyléne ; si, A l’inverse (et comme 
c’est le cas dans le Macchiavello), on différencie par le bleu des 
celluJes colorées par la fuchsine, ce sont les cytoplasmes qui gardent 
Jes derniers ce colorant. L’affinité des cytoplasmes des cellules nor- 
males est donc plus grande pour la fuchsine ; celle des noyaux est, 
au contraire, plus intense pour le bleu de méthyléne. 

2° L’affinité des éléments virulents (rickettsies ou virus du groupe 
de la psittacose( pour la fuchsine ou pour le bleu, selon le cas, est 
toujours beaucoup plus intense que celle des constituants cellulaires : 
les corpuscules spécifiques conseryent, en effet, leur coloration élective 
{rouge ou bleue) alors méme que l’ensemble des cellules (cytoplasmes 
et noyaux) a acquis la coloration du type opposé. 

On peut donc toujours obtenir les éléments virulents Macchiavyello- 
positifs sur un fond bleu et les éléments Macchiavello-négatifs parmi 
des celJlules colorées en rouge. 

3° Certaines rickettsies conservent constamment leur caractére 
Macchiavello-positif (R. burneti, R. conori) ou Macchiavello-négatif 
(R. orientalis) au cours de leur développement : les affinités tincto- 
riales relatives de ces germes ne semblent done dépendre que de cons- 
tantes internes propres. 

4° P’autres microorganismes, au contraire, varient considérablement 
dans leurs affinités selon le tissu ou l’organe dans lequel on effectue 
leur culture. C’est le cas de R. prowazeki et de R. mooseri, ordinai- 
rement considérées comme Macchiavello-positives, mais qui sont, cepen- 
dant, fréquemment Macchiavello-négatives, dans le poumon du lapin ; 
c’est le cas, aussi, des virus du groupe de la psittacose ; ainsi, le virus 
de la psittacose lui-cméme forme surtout des éléments Macchiavello- 
positifs dans le poumon de la souris et principalement des éléments 
Macchiavello-négatifs dans le sac allantoique de 1’csuf. 

Il est d’ailleurs juste d’ajouter que les virus du groupe de la psitta- 
cose sont loin de former un tout du point de vue de leurs affinités 
tinctoriales, et il y a des variations morphologiques et tinctoriales d’un 
virus & autre (le virus de l’avortement de la brebis a ainsi tendance 
\ former davantage d’éléments Macchiavello-négatifs et le virus de !a 
pneumonie de la souris davantage d’éléments Macchiavello-positifs que 
le virus de la psittacose). 

Avec les germes A colorabilité variable (rickettsies ou virus) Ja colo- 
rabilité préférentielle n’est absolument pas liée a la richesse de la 
culture (qui peut ¢tre aussi grande avec les éléments rouges et avec 
les éléments bleus) ou A sa rapidité. Elle ne parait dépendre que de la 
cellule parasitée : le contréle des affinités tinctoriales de ces germes 
semble donc réalisé non seulement par des facteurs internes, mais 
encore par des facteurs constitutifs du milieu cellulaire de culture. 

5° Dans le cas ow Ja taille et la morphologie des germes varient aussi 
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selon les conditions cellulaires de culture, les variations morpholo- 
giques d’une part et les variations des affinilés tinctoriales d’autre 
part, ne sont pas corrélatives et paraissent done dépendre de facteurs 
céellulaires distincts. 

Par exemple, les virus du groupe de la psittacose, pour un méme 
aspect morphologique, celui des corps élémentaires, peuvent former 
des éléments Macchiavelio-positifs dans le poumon de la souris ou des 
éléments Macchiavello-négatifs dans le sac allantoique. 


Nous voyons donc que si certaines rickettsies paraissent témoigner 
d’une relative stabilité et comportent une colorabilité relativement 
indépendante du milieu cellulaire de culture, d’autres rickettsies, au 
contraire, et bien davantage encore les gros virus, ont un métabolisme 
profondément influencé par les cellules parasitées. 

Dans la mesure oti nous pouvons apprécier les variations métabo- 
liques par des tests colorés ou morphologiques, nous pouvons dire que 
ces variations sont caractérisées par leur intensité, leur dissociation 
et le peu dinfluence qu’elles exercent sur les propriétés biologiques 
fondamentales des germes étudiés. 

a) Intensité des variations de colorabililé. — Les affinités tinctoriaies 
d'un méme élément peuvent varier dans des limites tellement larges 
qu’elles rendent les deux aspects du méme virus plus différents entre 
eux que le noyau d’une cellule ne l’est de son cytoplasme. 

b) Dissociation. — La variation des affinités tinctoriales peut 
s’observer sans variation morphologique ; la variation morphologique 
sans variation des affinités tinctoriales. 

c) Faible influence sur les propriétés biologiques fondamentales. — 
Celles-ci ne semblent, en effet, aucunement dépendre de la colorabi- 
lité: le pouvoir infectant du virus, ses activités reproductrices, son 
antigénicité ne sont, en effet, aucunement modifiés, quelle que soit 
Ja colorabilité au Macchiavello. 


Dans ces conditions, il semble donc que l’on soit obligé de conclure 
assez paradoxalement 4 Vimportance relativement mineure pour !e 
germe de variations métaboliques qu’un procédé de coloration parvient 
si spectaculairement a démontrer. 


SUMMARY 


STAINING AFFINITIES OF Rickeltside AND LARGE VIRUSES 
II. — BrIonocGicaL SIGNIFICANCE OF MACCHIAVELLO STAINING. 


The experiments led to the paradoxical conclusion that the meta- 
bolic changes demonstrated by Macchiavello staining are not accom- 
panied with very important modifications of fundamental biological 
perties of the microorganisms. 
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LES AFFINITES TINCTORIALES DES RICKETTSIES 
ET DES GROS VIRUS VISIBLES 
(Groupe lymphogranulomatose-psittacose) 


ill. — LA COLORATION DE GIEMSA. 
SUR SA SIGNIFICATION ANATOMIQUE ET BIOLOGIQUE 


par Francis ROGER et Annie ROGER 
(présenté par M. GIROUD). 


(Institut Pasteur, Service des Rickettsies [D™ Paul Gmoup]) 


I. MORPHOLOGIE DES GERMES AU GiemsA. — Lorsqu’on pratique une 
coloration de Giemsa avec R. orientalis, om met en évidence & l’inté- 
rieur du germe des granules chromatiques violets (généralement au 
nombre de deux et affectant une disposition polaire) et une membrane 
cytoplasmique bleutée, particuligrement bien visible sur les cétés du 
germe. 

Pour d’autres rickettsies et les virus du groupe de la psittacose, on 
peut aussi retrouver la méme structure de base 4 condition de pra- 
tiquer la culture sur des tissus convenablement choisis. Ainsi, R. pro- 
wazeki et R. mooseri se présentent au Giemsa comme des microorga- 
nismes hbipolaires (trés analogues a R. orientalis) lors des cultures 
dans le poumon des rongeurs ; ainsi le virus de l’avortement de la 
brebis se révéle constitué par une membrane cytoplasmique et par 
des granules chromatiques apres culture sur chorio-allantoide [1]. Au 
contraire, pour d’autres milieux cellulaires de culture, la structure 
de base des rickettsies épidémiques et murines et des virus du groupe 
de la psittacose peut étre masquée au Giemsa par une hypercolorabilité 
cytoplasmique (qui ne constitue peut-étre qu’une simple augmentation 
de l’affinité tinctoriale de la membrane cytoplasmique). Cette hyper- 
colorabilité (toujours absente avec R. orientalis) est la régle quasi 
constante avec R. conori et R. burneli, de sorte que Jes structures 
internes de ces germes ne sont que rarement visibles (et plus souvent 
d’ailleurs avec R. burneti qu’avec R. conori). 

Du point de vue anatomique, la coloration de Giemsa permet donc 
de saisir trois structures distinctes 4 l’intérieur des rickettsies et des 
eros virus visibles : 

a) Des granules chromatiques ; 

b) Une membrane cytoplasmique ; 

c) Un substratum hyperchromatique (facultatif mais susceptible, 
lorsqu’il existe, de masquer les deux autres structures). 

La coloration de Giemsa s’oppose donc a celle de Macchiavello, qui 
confére ordinairement aux mémes microorganismes un aspect homo- 
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géne (rouge ou bleu selon que 1’élément est Macchiavello-positif ou 
négatif) et qui ne permel pas de saisir les détails internes de struc- 
ture. 

Aucun des deux procédés de coloration ne met en évidence ia 
membrane cellulaire des rickettsies, facilement visible en revanche au 
microscope électronique. 


II. GIEMSA ET IDENTIFICATION DES RICKETTSIES. — Si nous prenons pour 
critére ]a présence ou l’absence de l’hypercolorabilité au Giemsa, nous 
voyons que cette coloration peut étre utilisée comme un_ procédé 
rapide d’orientation en vue de l’identification des rickettsies, exacte- 
ment comme le Macchiavello. 

Bien plus, les deux procédés se recoupent étroitement, de sorte que 
la classification en trois groupes que nous avons proposée avec !e 
Macchiavello pour les rickettsies [2] s’adapte trés bien au Giemsa : 

a) Dans le groupe Macchiavello-positif, ot les rickettsies sont colo- 
rées par la fuchsine, nous trouvons aussi les rickettsies toujours hyper- 
chromatiques au Giemsa: R. conori et R. burneti. 

b) Dans le groupe Macchiavello-négatif, les rickettsies, bleues au 
Macchiavello (R. orientalis), sont toujours hypochromatiques au Giemsa 
(structure interne nettement visible). 

c) Dans le groupe intermédiaire, on trouve les rickettsies & carac- 
téres variables avec l'une ou |’autre des deux colorations (R. prowazeki 
el R. mooseri ; virus du groupe de la psittacose). Cependant, il serait 
faux de conclure que le méme substratum cytoplasmique est respon- 
sable A la fois de la coloration par la fuchsine et de |l’hypercolorabilité 
au Giemsa, tout élément Macchiavello-positif étant obligatoirement 
hyperchromatique au Giemsa et tout germe Macchiavello-négatif étant, 
au contraire, hypochromatique. Si, dans l’ensemble, c’est bien ce que 
l’on observe avec les rickettsies du groupe intermédiaire (1), la Macchia- 
vello-positivité et l’hypercolorabilité au Giemsa peuvent cependant par- 
fois étre dissociées : R. prowazeki et R. mooseri sont ainsi Macchiavello- 
positives dans le poumon de la souris mais sont alors hypochroma- 
tiques au Giemsa. Inversement, le virus de l’ornithose, cultivé sur 
chorio-allantoide, peut montrer des corps géants (ex-corps initiaux [41]) 
Macchiavello-négatifs mais cependant parfaitement hyperchromatiques 
au Giemsa. 


III, SIGNIFICATION BIOLOGIQUE DE L’HYPERCOLORABILITE AU GIEMSA. — 
L’hyper- et l’hypocolorabilité des rickettsies et des gros virus au Giemsa 
posent les mémes problémes d’interprétation que la Macchiavello- 
positivité ou négativité [3] ; nous croyons aussi qu’elles appellent les 
mémes réponses : 

a) Pour certaines rickettsies, la colorabilité au Giemsa dépend uni- 
quement de constantes internes propres et reste relativement indépen- 
dante du milieu cellulaire de culture: c’est le cas de R. orientalis 


(Up 12% prowazeki et R. mooseri dans le poumon du lapin sont bleues et 
hypochromatiques au Giemsa ; R. mooseri, dans la vaginale du cobaye est 
rouge au Macchiavello, hyperchromatique au Giemsa. 
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(toujours hypochromatique) et de R. burneti et R. conori (toujours 
hyperchromatiques). 

b) Pour d’autres rickettsies, au contraire (R. prowazeki et R. mooseri), 
et pour les gros virus, la colorabilité au Giemsa dépend non seulement 
de constantes internes propres, mais encore de facteurs constitutifs du 
milieu cellulaire de culture. 

Il convient d’ailleurs de noter ici que la colorabilité est totalement 
indépendante de Ja vitesse de multiplication du germe et de l’impor- 
tance de la culture : le virus de la psittacose est, en effet, hyperchro- 
matique dans le sac vitellin, hypochromatique dans le sac allantoique 
pour un méme titre infectant, extrémement élevé. 

c) Bien plus, les colorabilités au Macchiavello et au Giemsa évoluent 
parfois indépendamment l’une de |’autre et peuvent étre dissociées des 
variations morphologiques (taille par exemple). C’est 14 une nouvelle 
preuve de l’extraordinaire dissociation des métabolismes parfois pos- 
sible chez les rickettsies et chez les gros virus. 

b) Enfin, malgré Vintensité des variations métaboliques aucune des 
propriétés biologiques fondamentales du germe (antigénicité, pouvoir 
infectant ou pathogéne, etc.) ne parait en étre affectée. 

On est donc bien obligé de conclure a Ja signification biologique 
paradoxalement mineure de variations métaboliques que le procédé 
de coloration de Giemsa parvient si spectaculairement & démontrer. 


SUMMARY 


STAINING AFFINITIES or Rickettsiae anD LARGE VIRUSES 
(LYMPHOGRANULOMATOSIS-PSITTACOSIS GROUP). 
II]. —- GweEMSA STAINING ; ITS ANATOMICAL AND BIOLOGICAL SIGNIFICANCE. 


The experiments Jed to the paradoxical conclusion that the metabolic 
changes demonstrated by the Giemsa staining are not accompanied 
with very important modifications of fundamental biological properties 
of the microorganisms. 
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TROIS NOUVEAUX SEROTYPES D’ARIZONA 
(7 : 27-38; 21: 1, 2, 5, 6; et 25: 23-21) 


par Mary A. FIFE, L. LE MINOR, P. R. EDWARDS 
et L. CHAMBON. 


(Communicable Disease Center, Public Health Service, U.S. Department 
of Health, Education, and Welfare, Atlanta, Ga., 
et Institut Pasteur, Paris, et Institut Pasteur, Saigon) 


Les trois sérotypes qui sont décrits ont été isolés des féces de serpents 
apparemment normaux. Les types représentés par les formules anti- 
géniques 7:27-38 et 25: 23-21 ont été isolés de vipéres de France 
capturées en Vendée et Maine-et-Loire et possédent les caractéres bio- 
chimigues typiques du groupe Arizona, excepté le dernier qui produit 
de l’indole. Tous deux font fermenter rapidement le lactose, liquéfient 
la gélatine, utilisent le malonate et sont D-tartrate, citrate et mucate 
négatifs (méthode de Kauffmann et Petersen, 1956). Au contraire, la 
culture représentée par la formule 21:1,2,5,6 isolée d’un Ancistrodon 
a Saigon est aberrante : elle fait fermenter lentement le xylose, n’aci- 
difie pas les milieux lactosés, produit de Jl indole et cultive sur 
milieu KCN. Edwards et Fife [4] avaient antérieurement remarqué 
que les Arizona du groupe O:21 pouvaient cultiver sur milieu au 
KCN. 

Le type 7 : 27-38 (CDC 1995-57) est agglutiné faiblement par le sérum 
standard anti-O du groupe 7, mais est agglutiné au titre du sérum 
préparé au moyen du sérotype 7: 27-31 (culture 3596-55 décrite par 
Edwards, Geurden et Fain [3]). Les résultats des épreuves d’aggluti- 
nation et d’absorption sont donnés dans le tableau I. Ceci montre que 
le groupe O:7 est divisible en deux sous-groupes désignés respective- 
ment: 7a, 7b et 7a, 7c. Les antigénes O de 3596-55 et 1995-57 sont 
identiques et désignés 7a, 7c. 


La culture initiale de 1995-57 ne fut agglutinée par aucun des 
sérums correspondant aux antigénes H Arizona connus. Un sérum 
anti-H préparé a partir de cette culture agglutine la souche homologue 
a 1/40 000 et un Arizona possédant l’antigene H 27 a 1/1000. Aucun 
des auires antig¢énes H d’Arizona ne réagissait avec le sérum. Le 
sérum H de 1995-57 fut alors absorbé avec la phase 1 de 3596-55 
(7: 27-381) pour saturer les agglutinines O ainsi que les agglutinines 
réagissant avec l’antigene H 27. Le sérum absorbé, stérilisé par addi- 
tion de chloroforme, fut ajouté en proportion convenable A un milieu 
semi-solide. Le milieu, ensemencé avec une culture 1995-57, fut rapi- 
dement envahi. Cette derniére culture était agglutinée au titre homo- 
logue par le sérum H 27 et dans les épreuves d’absorption en saturait 
toutes les agglutinines H. La culture initiale possédait un antigéne H 
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non décrit (H 38) en phase 2. La phase 1, mise en évidence par ia 
méthode de Gard, est l’antigéne H 27 typique. La formule antigénique 
de 1995-57 est donc 7a, 7c : 27-38. 


Le type 21 :1,2,5,6 (CDC 4346-57) est agglutiné au titre du sérum 
Arizona O21 et en sature toutes les agglutinines. Les antigtnes H 
sont monophasiques et agglutinés au titre des sérums préparés au 


Tasteau I, — Relations antigéniques dans le groupe Arizona O: 7. 


sérums 


ODAI 184 (7,7) 3596-55 (7a,7c) | 
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Non absorbé 
Absorbé par 
CDAI 184 (7a,7b) 

Absorbé 


Non absorbé 
3596-55 (7a,70) 


Antigénes 


CDAI 184 (7a,7b) €25 <25 
3596-55 (Ta,7c) 1000 <25 
1995-57 1000 <25 


moyen des souches qui posstdent les antigénes H:1,2,5; 1,2,6; et 
1,2,5,6 et & un degré moindre dans les sérums pour les anti- 
eénes H:1,2,10 ; 1,3,11 ; et 1,7,8. Quand on recherche l’agglutination 
dans les sérums saturés correspondant & un facteur isolé, l’agglutina- 
tion apparait dans les sérums H: 2,5, et 6. La culture 4346-57 posséde 
donc les antigénes H:1,2,5,6. Trois autres sérotypes ayant des anti- 
genes H analogues ont été décrits [2, 4, 5]. Les antigénes H de ces 
trois types différent légérement les uns des autres. Mais puisque les 
sérums H n’ont pas été préparés pour chacune des cultures, on ne 
peut affirmer que les antigénes H de 4346-57 soient identiques aux 
antigénes H des trois autres sérotypes. Cependant, dans les épreuves 
d’absorption les antigénes H de 4346-57 se comportent de facon iden- 
tique & ceux de 151-57 (22 :1,2,5,6) d’Edwards, Fife et Le Minor [2]. 
Il est probable que les antigémes H de ces deux souches sont trés 
étroitement liés ou identiques. On peut conclure, des résultats cités 
ci-dessus, que la culture 4346-57 a la formule 21:1,2,5,6. 

Le type 25 : 23-21 (CDC 4305-57) est agglutiné au titre du sérum 
Arizona O25 dont il sature totalement les agglutinines. Les anti- 
genes H sont diphasiques: la phase 1 est agglutinée au titre du 
sérum Arizona H 23 et en sature totalement les ageglutinines. La phase 2 
est identique a l’antigéne Arizona H21 comme le démontrent les 
épreuves d’agglutination et d’absorption. La formule de cette souche 
est 25 : 23-21. 
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Résumé. — Description de trois nouveaux sérotypes d’Arizona isolés 
des féces de serpents normaux. Les formules antigéniques des sérotypes 
sont 7: 27-88; 21:1,2,5,6; et 25:23-21. Le premier type mentionné 
posséde un antigéne H jusqu’ici inconnu. 


SUMMARY 
THREE NEW SEROTYPES OF A7izond. 


Description of three new serotypes of Arizona isolated from stools 
of normal snakes. The antigenic formulae are : 7 : 27-38 ; 21: 1,2,5,6 ; 
25: 23-21. The first of these three types possesses a sofar unknown 
H antigen. 


* 
xk 


Nous remercions M"® Charrié-Marsaines de l’aide technique qu’elle 
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CULTURE DES BACILLES TUBERCULEUX 
SUR PAPIER FILTRE 


NOTE PRELIMINAIRE 


par J. AUDRIN 
(présenté par Jean LEVADITI). 


(Laboratoire du Sanatorium Praz-Coutant [Haute-Savoie], 
et Laboratoire du Sanatorium Rhéne-Azur, Briangon [Hautes-Alpes]) 


Nous avons pensé que des bacilles tuberculeux ensemencés sur un 
morceau de papier filtre posé A la surface d’un milieu de culture 
devaient pouvoir se nourrir, donc se développer, en utilisant les prin- 
cipes nutritifs du milieu qui imprégnent le papier par capillarité. 

Nous avons utilisé du papier filtre sans cendres Durieux. Nous en 
avons coupé des bandes mesurant 50 mm de long sur 18 mm de large 
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que nous avons stérilisées 4 l’autoclave 4 120° pendant une demi-heure, 
dans ue tube hermétiquement bouché afin que l’humidité n’y pénétre 
pas. (Nous avons préféré ne pas effectuer de stérilisation au four Pas- 


Fic. 1. [Die 2 


Fic. 1. — Le tube a été placé verticalement pour les besoins de la photographie. 


teur, pour éviter un possible changement dans 1l’état chimique du 
papier, da a une trop forte chaleur.) 

1° BANDE DE PAPIER FILTRE PLACEE A LA SURFACE D’UN MILIEU LIQUIDE. 
— Dans un tube de 17 x 17, stérile, nous avons mis 2 cm? de milieu 
de Dubos au Tween 80, et nous y avons porté stérilement une bande 
de papier (la quantité de liquide est telle que le papier n’est pas 
submergé quand le tube est incliné). 
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Trois tubes ont été préparés de cette maniére. 
Nous avons alors ensemencé a la surface du papier dans chacun 
des trois tubes une goutte de culture de la souche H37Rv en Dubos au 
Tween 80, culture Agée de 10 jours. Nous avons, en méme temps, 
ensemencé également un tube de Jensen. Au bout de dix jours d’étuve 
a 37° une douzaine de colonies blanc jaundtre étaient apparues sur le 
papier (fig. 1). La végétation était moins importante que sur le tube 

de Jensen, témoin. 


2° PAPIER FILTRE PLACE A LA SURFACE D’UN MILIEU SOLIDE. — Nous avons 
tenté la méme expérience en placgant les bandes de papier a la surface 
de milieux de Jensen (fabriqués au laboratoire). Sept bandes de papier 
sur Jensen ont été ensemencées avec une culture H37Rv en Dubos 
ainsi que 7 tubes de Jensen témoins. 

Au bout de dix jours, des colonies présentant le méme aspect et 
la méme couleur ont poussé sur les deux séries de tubes (fig. 2). La 
végétation semble étre égale sur tous les tubes. 

Dans le méme temps 5 souches de bacilles tuberculeux isolées 4 partir 
de lavages gastriques efiectués chez des malades ont été broyées et 
mises en suspension dans de l’eau distillée 4 la dose d’environ 1 mg 
de bacilles par centimétre cube. 

Une goutte de chacune de ces suspensions était ensemencée sur un 
tube de Jensen avec papier, une autre goutte sur un tube de Jensen 
témoin. La lecture au dixiéme jour montrait une végétation abondante 
sur le papier et sur le Jensen témoin pour 4 de ces souches. 

La yégétation sur le papier et sur le Jensen témoin ensemencés avec 
la cingquiéme souche était faible et a di étre mise en évidence par 
la révélation au tellurite de potassium. 

Nous avons alors décidé de continuer nos essais avec les papiers sur 
milieu de Jensen, les résultats nous paraissant supérieurs A ceux 
obtenus avec le papier sur milieu liquide et Jes manipulations, d’autre 
part, étant plus simples. 


COLORATION DES MIGRO-COLONIES AYANT POUSSE SUR LES BANDES DE PAPIER. 
—- Nous avons pensé qu’il serait intéressant de mettre en évidence les 
micro-colonies aprés quelques jours d’étuve en colorant les bandes de 
papier par le Zieh] comme s’il s’agissait de cultures sur lames [4]. 

Nous avons d’abord déposé une goutte d’une suspension de bacilles 
sur une bande de papier filtre. Aprés séchage pendant quelques heures 
a environ 30°, nous avons trempé la bande dans de J’alcool méthylique 
pour fixer ; puis nous l’avons laissée douze heures dans du Ziehl 
4 froid. La bande a été ensuite décolorée pendant cing minutes dans 
Vacide sulfurique au 1/4, puis pendant dix minutes dans de J’alcool 
i 95° et enfin recolorée par une immersion rapide dans du bleu de 
méthyléne. La bande de papier ainsi colorée a ensuite été séchée, puis 
rendue transparente avec de l’huile de paraffine et posée sur une lame 
de verre. L’observation au microscope A un grossissement de 100 dia- 
métres montre de belles chaines de bacilles, rouges, au milieu de {a 
trame du papier légérement bleudtre (fig. 3). 

Nous avons ensuite pris deux crachats positifs. Aprés traitement au 
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teepol sodé en vue de la culture [2], nous avons pour chacun d’eux, 
d’une part, fait un frottis avec une goutte du culot de centrifugation 
sur une lame, d’autre part, ensemencé également ce culot sur plusieurs 
tubes contenant une bande de papier sur milieu de Jensen, ainsi que 
sur un tube de Jensen témoin. 

La lame colorée au Ziehl montrait pour le premier produit une 
vingtaine de bacilles par champ et pour le second entre 30 et 40 bacilles 
par champ. Les tubes ont été mis a l’étuve A 37°. 

Pour chaque produit une bande était enlevée du tube de milieu ou 


Fic. 3: 


elle était placée, séchée, fixée et colorée comme ci-dessus, aprés quatre 
jours, six jours et huit jours d’étuve. 
Les résultats sont schématisés dans le tableau suivant : 


EXPECTORATION N° 1. EXPECTORATION N° 2, 

We AN “Gooee pare Quelques chaines trés courtes Nombreuses chatnes de 4 a 
de 4 4 5 bacilles. 5 hacilles. 

(cy GAS Sonoovece Les chaines sont déja visibles Nombreuses  chatnes bien 

a 100 D, assez peu nom- visibles 4 100 D. 

breuses. ; 

Se OUrSt matty caridst- Plusieurs longues  chaines Trés nombreuses et trés lon- 
dans chaque champ. gues chaines. 


Nous avions gardé a létuve le tube témoin et un tube avec papier 
pour chacun des deux produits. 
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Des colonies visibles n’y sont apparues, sur le témoin et sur le 
papier, qu’aprés le seizi¢me jour. 


On voit donc qu’une bande de papier filtre se comporte grace a 
adsorption des principes nutritifs du milieu, comme la surface méme 
du milieu de culture sur lequel elle est posée. (Si la bande est placée 
4 la surface d’?un milieu liquide, elle se comporte comme la surface 
d’un milieu solide.) 

Cela permet, non seulement le repiquage de souches de bacilles, 
mais aussi Ja culture de bacilles 4 partir de produits pathologiques. 
De plus, il est possible, dans ce dernier cas, en retirant les bandes 
de papier du milieu sur lequel elles se trouvent et en les colorant au 
Ziehl, de mettre en évidence, par l’observation microscopique, des 
micro-colonies bien avant l’apparition de colonies visibles 4 ]’ceil nu. 

Notre intention est de continuer cette expérimentation avec un assez 
grand nombre de cas, puis d’utiliser cette méthode pour l’étude de 
la résistance des mycobactéries, en employant des bandes de papier 
préalablement imprégnées de substances médicamenteuses. 


SUMMARY 


CULTURE OF TUBERCLE BACILLI ON FILTER PAPER. 


A strip of filter paper behaves like the surface of the culture medium 
on which it lies. 

This allows the subcultures and the culture of bacilli from patho- 
logical material. In this last case, it is also possible by taking away 
the strips, staining them with Ziehl and examining them for the 
presence of bacilli, to demonstrate the presence of micro-colonies a 
long time before the appearance of colonies visible with the naked 
eye. 
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TITRAGE DU SERUM ANTICHARBONNEUX 
SUR LE HAMSTER DORE 


par N. STAMATIN et P. CRISTESCU. 


‘Faculté de Médecine Vétérinaire de Bucarest) 


Le titrage du sérum anticharbonneux est un probléme qui n’est pas 
définitivement résolu. On utilise d’habitude le lapin (Marchoux, 1895 ; 
Sobernheim, 1931) ou le cobaye (Stamatin et Schafer, 1944). Popovici 
et Wegener (1950), Isopescu et ses collaborateurs (1950) obtiennent 
certains résultats sur la souris, en utilisant pour le contrdle de ’immu- 
nité des souches cedématogénes-acapsulogénes. Nous avons pratiqué et 
nous avons préféré jusqu’é présent le titrage sur le cobaye qui, fait 
dans certaines conditions, donne des résultats acceptables. Mais de tels 
résultats sont conditionnés par de nombreux facteurs : saison, souche 
de contréle, état général des animaux, qui ne peuvent étre toujours 
réalisés, ce qui fait que la méthode est assez capricieuse. 

Ces faits nous ont décidés & essayer de déterminer la valeur du sérum 
anticharbonneux sur le hamster. 


MATERIEL, 

Sérums. — Les sérums anticharbonneux étaient préparés soit sur des che- 
vaux, soit sur des moutons, en utilisant des souches acapsulogénes-cedé- 
matogénes. 

Hamsters. — On a utilisé, en général, des animaux jeunes, dont le poids 
variait entre 70 et 100 g. 

Cobayes. — On a utilisé des animaux dont le poids variait entre 400 et 
600 g. 

Souris. — Jeunes de 18 a 20 g. 

Souehes de contréle. — Le contréle de Vimmunité conférée au hamster 


ou au cobaye, par les différents sérums immuns a été fait avec la souche 
vaccinale Tzenkovski, qui a une virulence correspondant au deuxiéme 
vaccin pasteurien. Dans toutes nos recherches ces animaux ont été ino- 
culés avec des suspensions de spores en eau physiologique glycérinée 
4 50 p. 100. Les animaux inoculés recevaient ainsi, en méme temps que les 
spores, une certaine quantité de glycérine qui, comme on le sait, favorise 
Vinfection. Les souris sérumisées étaient inoculées par voie pleurale avec 
une souche cedématogéne-acapsulogéne Aa la dose de 0,3 ml dune cul- 
ture en bouillon de vingt-quatre heures. 


M&THODE DE TRAVAIL. 


Les hamsters étaient injectés d’abord avec le sérum, a dose variable 
et par voie sous-cutanée, et, vingt-quatre heures plus tard, ils rece- 
vaient, toujours par voie sous-cutanée, la suspension de spores en eau 
physiologique glycérinée 4 50 p. 100. Simultanément, on inoculait, 
4 la méme dose, quelques animaux témoins, au moins quatre par 
expérience. 
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Le titrage de chaque sérum a été fait aussi sur cobaye en utilisant 
la méme technique. Trois sérums qui n’étaient pas phénolés ont été 
examinés aussi sur souris, d’aprés la méthode de Popovici et Wegener 
(1950). Les souris étaient inoculées par voie péritonéale avec du sérum 
et, vingt-quatre heures plus tard, elles recevaient, par voie intrapleu- 
rale, une dose de culture sirement mortelle d’une souche codémato- 
géne-acapsulogéne. 

RESULTATS. 


Les résultats obtenus au cours de nos recherches sont résumés dans 
le tableau ci-joint. I] en découle que, par comparaison avec le cobaye 
ou la souris, le hamster est un animal qui se préte trés bien A ta 


Tasteau I. — Titrage des sérums anticharbonnevux. 


Sur le hamster Sur le cobaye Sur la souris 


ose de sérum enml Dose de sérum en ml 


Sclavo R. 


— On n’a pas inoculé cette dose du sérum ; + L’animal est mort ; R L’animal résiste. 


déterminaison de la valeur anti-infectieuse d’un sérum anticharbon- 
neux, En effet, il donne des résultats constants et on n’observe chez 
lui que trés rarement des résultats paradoxaux, ce qui arrive trés 
souvent chez le cobaye et chez la souris ; chez ces animaux, comme fe 
montre bien le tableau, on constate assez souvent la mort des sujets 
qui ont recu une dose forte de sérum, tandis que ceux qui avaient 
été inoculés avec des doses plus réduites, résistent. De méme, il arrive 
quelquefois que le cobaye témoin résiste et que les sérumisés meurent. 

Nous n’avons pas fait de recherches concernant les relations qui 
peuvent exister entre la valeur anti-infectieuse pour le hamster et 
pour l’homme ou l’animal domestique, mais nos études antérieures 
nous ont montré que les sérums, ayant une bonne action chez le 


| 
| 
| 
| 
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cobaye, protégent aussi le cheval (Stamatin et coll., 1953). Spears (1955) 
qui a utilisé le lapin pour le titrage du méme sérum arrive A une 
conclusion différente, & savoir: qu’il n’y a pas de relation entre ia 
valeur protectrice d’un sérum pour le lapin et les animaux domes- 
tiques. Nous pensons que, d’une maniére générale, un sérum qui 
protege contre l’infection charbonneuse un animal hautement  sen- 
sible comme le hamster, doit avoir une action semblable pour les 
animaux domestiques, beaucoup plus résistants. Le titrage de ce sérum 
sur les animaux de laboratoire est utile et doit étre pratiqué pour 
que des sérums sans valeur ne soient pas mis en circulation. 


CONCLUSIONS. 


1° Le hamster est un animal hautement sensible 4 l’infection char- 
bonneuse. Il est mille fois plus sensible que le cobaye vis-a-vis de !a 
souche Tzenkovski IJ. En effet la d. 1. m. de la méme suspension de 
spores fut, dans l’une de nos expériences, de 1/50 000 pour le cobaye 
et de 1/50 000 000 pour le hamster. 

2° Bien qu’étant d’une sensibilité remarquable, le hamster bénéficie 
d’une manicre exceptionnelle des anticorps sériques. En effet, un 
immunsérum qui protége a peine le cobaye 4 la dose de 4 A 6 ml 
vis-a-vis d’une infection faite avec 4 4 5 d. 1. m., immunise le hamster 
& la dose de 0,25 4 0,50 ml vis-a-vis d’une infection faite avec 50 d. 1. m. 

3° Dans de telles conditions, nous considérons le hamster comme 
Vanimal de choix pour le titrage du sérum anticharbonneux. 


SUMMARY 
TITRATION OF ANTI-ANTHRAX SERUM IN HAMSTERS. 


1° Hamsters are highly sensitive to anthrax ; they are a thousand 
times more sensitive than guinea-pigs to the Tzenkovski strain: in 
one of the experiments, the minimal lethal dilution of the same sus- 
pension of spores was 1/50 000 for guinea-pigs and 1/50 000 000 for 
hamsters. 

2° In spite of this high sensitivity to infection, hamsters are also 
very sensitive to serum antibodies : doses of 4 to 6 ml of immunesera 
scarsely protect guinea-pigs against 4 to 5 minimal lethal doses, 
whereas hamsters are immunized by doses of 0,25 to 0,50 ml of 
immunserum against 50 m.1.d. of anthrax. 

3° Hamsters seem therefore to be choice animals for titration of 
anti-anthrax sera. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


A propos d’infections intestinales & Alcaligenes faecalis et de 


leur analogie avec les syndromes intestinaux 4a Moraxella 
Iwoffi, par P. Le Noc et G. MousrarniEr. 


Etude expérimentale du neuromyxome, par H. Jacorot, A. VALLEE 
et B. Vimar. 


Recherche de substances de groupes sanguins dans le sérum 
et la salive des bovins, par A. Wroptewsxi, M™ L. PopiiacHoUK 
et P. Mittor. 


Résistance naturelle du lapin a l’infection expérimentale par 
Plasmodium berghei. Analyse des facteurs immunologiques, 
par M. G. Fasranr et M¥e J. Orrin. 


L’infection expérimentale du hamster par Mycobacterium 
balnei, par A. Saenz fils. 


Interactions entre la croissance des Azotobacter et celle du 
mais, par J. Pocnon et H. pe Bansac. 


Circonstances d’apparition et évolution de la réticulose plas- 
modiale qui caractérise certaines formes de corynebacté- 
riose expérimentale du lapin, par A.-R. Prévor, J.-C. Levanitr, 
M™ OQ. Nazimorr et M!° H. TxHouvenor. 


Etude des courbes d’effet bactériostatique des associations 
d’antibiotiques, par J.-C. Parre, H. Hirscn et Y. CHABBERT. 


ELECTIONS 


MM. Bénazet, Bizzini, Mangalo, Relyveld, Roger; M™*s Blass et Le 
Minor sont élus membres de la Société Francaise de Microbiologie. 
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LIVRES REGUS 


A.-R. Prévot. — Manuel de classification et de détermination des 
bactéries anaérobies, 3° édition. 1 vol. 362 p. Masson, édit., Paris, 
1957. Prix: 2.500 fr. 


Les deux premitres édilions de ce Manuel ont été rapidement 
épuisées. Cette 3° édition est enti¢rement revue et considérablement 
augmentée : 93 espéces nouvelles y ont été introduites ; les descriptions 
des espéces ont été complétées ; les clefs de détermination des groupes 
ont été améliorées. Afin de situer les anaérobies dans l’ensemble des 
Schizomycétes et de faire coincider leur classification avec un syst®me 
cohérent et naturel, l’ouvrage est précédé de l’exposé d’une classifica- 
tion générale des bactéries dont la doctrine de base est celle de 
Buchanan, modifiée d’abord par l’introduction des notions définies en 
1929 par Pribram, puis par les études de systématique bactérienne 
réalisées par l’auteur avec divers collaborateurs (J. Magrou, J. Pochon 
et Y. Tchan, J. Brisou, etc., 1933-1957). 

Un schéma figure la conception de l’auteur sur la juxtaposition des 
groupes bactériens et leurs affinités entre eux et avec les autres pro- 
tistes. Des tableaux synoptiques situent les anaérobies au sein des 
autres groupes bactériens. 

Un index bibliographique permet de retrouver tous les travaux 
originaux sur lesquels s’appuie cette édition. 

Ce manuel s’adresse & tous les laboratoires (médicaux, vétérinaires, 
industriels) qui ont a déterminer des bactéries anaérobies. 


Noein, 12 


K. Lang. — Biochemie der Erniéhrung. 1 vol., XVI + 412 p., 9 fig., 
24 schémas et 214 tableaux. Dietrich Steinkopff, édit., Darmstadt, 
1957. Prix : DM 54,- -. 


On sait l’importance de plus en plus grande que prennent dans le 
monde les problémes de l’alimentation. Ce livre fait partie d’une 
collection qui aura pour but d’en envisager tous les aspects scienti- 
fiques et qui comprendra des travaux ressortissant 4 des disciplines 
diverses ; médecine humaine et vétérinaire, chimie et chimie physio- 
logique, etc. 

Le présent volume constitue un exposé général de 1’état actuel de ia 
question du point de vue biochimique. I] étudie le métabolisme des 
éléments les plus divers entrant dans l’alimentation de l’homme : 
glucides, graisses, cholestérine, protéines, oligo-éléments, substances 
minérales, et enfin toutes les vitamines dont 1’étude représente plus 
de la moitié du volume. L’auteur espére que son ouvrage suscitera 
d’autres recherches dans ce domaine, devenu maintenant d’une impor- 


tance capitale. 
el, Ans 
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